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Resumo: A obtencdo da hidroxiapatita - HA
nanoestruturada pode exigir modificagdes nas técnicas
convencionais de sintese a fim de mimetizar
estruturalmente as  bioapatitas. A  técnica de
neutralizagdo ja vem sendo explorada em fungdo de sua
simplicidade e versatilidade, mas sua reprodutibilidade
nem sempre ¢ garantida, sugerindo a formagdo de fases
intermediarias precursoras da HA, e algumas vezes
outras fases, como o 6Oxido de calcio, além do alto
estado de aglomeracdo de suas particulas. Com intuito
de obter pds nanométricos de natureza dispersa e
garantir a estabilidade da HA foi adicionado colageno
hidrolisado (4% em massa) ao meio de precipitacdo,
variavel ainda pouco explorada em processos de sintese.
Os pods obtidos foram caracterizados por DRX, sendo
observada a presenga da fase pura e aumento da
cristalinidade apds calcinagdo a 800°C/3h, ainda
verificou-se maior perda de massa para esta HA quando
comparada a técnica classica de precipitacdo (sem
colageno). Os resultados obtidos indicaram a
viabilidade da metodologia para obtengdo da HA,
confirmando a natureza nanométrica dos pos e
estabilidade da fase, logo apds a sintese, e também apds
calcinagdo. A HA sintetizada apresentou cerca de 95%
de densificacdo, microestrutura que pdde ser
comprovada por MEV, além de manter sua estrutura
cristalina, sem a formac¢do de fase secundaria, conforme
observado por DRX, ap0s sinterizagdo a 1100°C/1h. A
metodologia de sintese, em meio de colageno,
proporcionou a obten¢do de poés de HA nanométrica de
adequada sinterabilidade e estabilidade, podendo gerar
microestruturas densas, mantendo fase Unica.
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Abstract: The obtetion of nanostructured hydroxyapatite
- HA can be made by changes of the convectional
synthesis techniques in order to mimic structurally
bioapatites. The neutralization technique has been
assessed due to its simplicity and versatility. However,
its reproducibility is not always assured, suggesting the
formation of secondary phases, such as calcium oxide,
in addition to the high state agglomeration of the
particles. To obtain nanopowders dispersion nature and
ensure stability of the HA was collagen hydrolysate (4%
weigh) to the precipitation medium. The addition of the
collagen is still a little explored variable in the sythesis
process. The obtained powders were characterized by
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DRX, being detected the presence of the pure phase and
the crystallinity gain after the calcination at
800°C/3h.The HA synthesized with collagen showed
greater weight loss when compared to the classic
technique of precipitation. The results showed viability
of the methodology to obtain nanometric HA and stable
crystal structure, after synthesis and calcination. The
sintered HA presented densification of the about 95%,
as noted by the SEM. Furthermore, the HA remained
stable without the formation of secondary phase, after
sinterization at 1100°C/1h as observed by DRX. The
synthesis with collagen provided nanometric HA powder
with suitable sinterability and stability, also an ability to
generate dense microstructures, maintaining its pure
phase.
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Introducao
Derivados de fosfatos de célcio, como a
hidroxiapatita (Ca;o(PO4)¢(OH), — HA), tem sido

empregados na area clinica, em func¢do de uma série de
propriedades, como biocompatibilidade, osteocondugio
e bioatividade, além de estimular o crescimento de novo
tecido, permitindo a proliferagio de células
osteoprogenitoras. Tais caracteristicas permitem o uso
da HA para reposi¢do ou suporte em partes do fémur,
dentes, tenddes, reconstru¢do maxilofacial, aumento da
estabilizagdo do maxilar, neurocirurgia do créanio,
preenchimento de cavidades Osseas apos cirurgia de
tumores [1,2].

Devido a sua alta complexidade e diversificagdo na
razdo Ca/P as ceramicas de fosfatos de calcio podem
sofrer modificacdes em fun¢do do método de sintese
utilizado. Uma alternativa de sintese que pode
mimetizar estruturalmente as bioapatitas considera a
inclusdo da fase orgénica, o colageno, em meio
reacional, explorando a alta afinidade entre estas fases
naturalmente diferentes, como ocorre durante o
processo de biomineralizagdo 6ssea [3,4]. O colageno ja
revela, em condi¢des bioldgicas, uma Otima sinergia
com a fase mineral do osso, além disso, pode garantir a
dispersdo do pd nanométrico, em meio reacional e
assegurar a reprodutibilidade e estabilidade na obtengao
da fase de hidroxiapatita pura [5,6].

A proposta deste estudo
hidroxiapatita nanoestruturada

sintetizar a
método de

foi
pelo
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precipitacdo induzida na presenga de colageno em
solucdo aquosa, envolvendo reagdo de neutralizagdo,
entre hidroxido de cdalcio e 4acido fosférico para
obtengdo da fase pura de HA para fins de preparacio
oOssea e odontologica.

Materiais e Métodos

A sintese da hidroxiapatita (HA) foi realizada a
partir da preparagdo prévia de uma solugdo aquosa
(0,3M) de acido fosforico - Synth® e uma suspensio
(0,5M) de hidroxido de calcio - Synth®, contendo a
dispersdo de 4% em massa de colageno hidrolisado
(JBS® — origem bovina), com relagdo a massa de
Ca(OH),. As quantidades de 4acido e base foram
calculadas de forma a manter a razdo estequiométrica da
HA, ou seja, Ca/P igual a 1,67.

O processo de sintese envolveu a precipitacdo da
fase ceramica de HA-C (hidroxiapatita em meio de
colageno), a partir da adicdo da solugdo de Aacido
fosforico, mantendo uma vazdao de 8 mL/min, sob a
suspensdo de hidroxido de calcio que continha a fase
dispersa de colageno, mantendo agitagdo constante e
temperatura ambiente. Para uma andlise comparativa
outra sintese foi realizada mantendo as mesmas
condigdes, porém na auséncia do colageno.

Durante toda a sintese, o pH foi monitorado
(pHmetro Digimed DM-20), ap6s a adig¢@o de diferentes
volumes de acido e apds a precipitagdo completa. O
precipitado foi mantido em digestdo, por 24h, sendo
verificado também o pH. Apds periodo de digestdo, os
p6s foram filtrados e secos em estufa (Quimis Q-316
B24) a 60°C/24h e finalmente calcinados a 800°C/3h em
forno mufla (QUELME)

Os pos obtidos foram caracterizados por FTIR apds
etapa de secagem ¢ apoOs calcinagdo, ¢ as fases
cristalinas presentes foram determinadas por difragdo de
raios X. A area de superficie especifica foi medida pela
técnica de adsorgdo gasosa, em equipamento
(Micromeritics modelo ASAP 2010), utilizando géas N,
como adsorvedor, ¢ a morfologia ¢ a dimensdo das
particulas por microscopia eletronica de transmissdao
(JEOL JEM 200C). Os p6s de HA-C sintetizados foram
caracterizados quanto a morfologia e a dimensdo das
particulas por microscopia eletronica de transmissdo-
MET (JEOLJEM200C).

O material obtido foi prensado uniaxialmente
(20 MPa) no formato de pastilhas, seguido de
prensagem isostatica a frio (200 MPa) e sinterizados a
1100°C por 1 hora em forno Lindberg em atmosfera
oxidante. = As  cerAmicas  sinterizadas  foram
caracterizadas quanto a densidade pelo método de
Arquimedes, a partir da equagdo (1):

p = [ms/(m,—my] p o ()

Sendo m, = massa da amostra seca; m; = massa da
amostra imersa; m, = massa da amostra umida; € p g0 =
densidade da 4gua na temperatura do ensaio.
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Apos sinterizagdo os corpos de prova foram
caracterizados por DRX e a microestrutura por
microscopia eletrdnica de varredura, apds etapa de
recobrimento com ouro (2 minutos), utilizando “sputter
coater” (Baltec SCD 050).

Resultados

Na Tabela 1 estdo apresentados os dados de pH
(inicial: pHi; apos adi¢do 70% (vol.acido): pH70; final:
pHE e apos 24h: pH24), durante a sintese na presenga e
auséncia de colageno para fins comparativos..

Tabela 1: Valores de pH monitorados durante as sinteses
e apos periodo de digestdo por 24h (1): na presenca e
(2) auséncia, de colageno.

sintese pHi pH70 pHy pH24
1 12,2 11,63 10,9 8,7
2 12,4 12,2 10 10,6

Notou-se uma reducdo nos valores de pH durante a
precipitagdo da HA-C na presenga do colageno, quando
comparada a evolu¢do do pH durante a sintese sem o
colageno. Somente o pHf (10,9) da sintese 1 mostrou-se
mais alcalino que o pHf (10) da sintese 2. A adigdo do
colageno, induziu uma queda mais expressiva do pH,
apos 24 horas de digestdo, quando comparada a técnica
classica (sem o colageno).

A Figura 1 apresenta as micrografias da HA-C
sintetizada na presenga de coldgeno, obtida a partir da
técnica da microscopia eletronica de transmissdo

P 7 ' . - %

=

(MET). Figura 1(a) - apds etapa de secagem
1(b) apos calcinagdo

e Figura

Figura 1: Micrografias dos poés-obtidos por MET; (a)
apos secagem e (b) apos calcinagdo a 800°C por 3 horas.

A andlise de adsor¢do gasosa revelou uma area de
superficie especifica equivalente a 24,6 m%/g, valor
adequado para uma boa sinterabilidade dos pos [3].

A Figura 2 apresenta o espectro gerado por FTIR da
HA obtida apds o processo de calcinagao, revelando os
grupamentos tipicos da HA, destacando a presenca da
espécie carbonato, que a torna mais proxima das
caracteristicas da apatita biologica.

Na Figura 3, estdo apresentados os perfis de difrag@o
de raios X normalizados da hidroxiapatita sintetizada na
presenca de colageno e apds sua calcinacao.
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Figura 2: Espectro obtido por FTIR da HA calcinada a
800°C por 3 horas com a identificacdo das bandas
referentes a cada grupamento quimico.
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Figura 3: Difratogramas de raios X dos p6s de HA
sintetizada com colageno (HA-C) antes e apods
calcinacdo e posi¢do dos picos tipicos da HA-ficha
JCPDS9-342.

Na Tabela 2, estdo apresentados os dados de
densidade a verde - Dv e densidade hidrostatica apos
sinterizagdo - Dg, determinada pelo método de
Arquimedes, considerando densidade tedrica da HA de
3,157g/em’, e a perda de massa - PM da HA-C.

Tabela 2: Dados de densidades, utilizando triplicatas:
Dv (geométrica); D (ap6s sinterizagdo) ¢ PM.

Dv Dy PM

HA 54,8% £ 0,8 94,5% £ 0,6 4,6% £ 0,4

A Figura 4 apresenta as micrografias obtidas por
MEV de diferentes superficies da fratura das amostras
de HA apos sinterizagdo a 1100°C/1h.

O perfil de difragdo do material apds sinterizagdo
esta apresentado na Figura 5. Observa-se que a fase de
HA foi mantida, sendo observado um aumento da
cristalinidade do material pela maior defini¢cdo dos picos
quando comparada ao difratograma da Figura 3.
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Figura 4: Micrografias obtidas por MEV de diferentes
regides da fratura dos corpos de prova de HA apoés
sinterizag@o a 1100° C/1h, em diferentes aumentos.
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Figura 5: Difratograma da amostra de HA-C apos
sinteriza¢do a 1110°C/1h e posig@o dos picos tipicos da
HA-ficha JCPDS9-342

Discussao

Neste estudo ficou evidente a influéncia do
colageno na sintese da hidroxiapatita. Notou-se, durante
a sintese, uma queda significativa do pH durante a
precipitacdo da HA-C (Tabela 1). Este comportamento
pode estar associado a presencga de grupamentos acidos
como COO e C=0 presentes na estrutura do
colageno [6]. A natureza amorfa e hidrolisada do
colageno contribuiu também para a fécil solubilidade e
melhor interacdo entre as fases dipersas (organica e
inorganica), além de facilitar sua degradagdo térmica,
em funcdo da quebra das ligagdes cruzadas em sua
estrutura, quando comparada ao colageno nativo [4, 6].
A presenga do colageno influenciou a natureza da HA
sintetizada, gerando uma composi¢do mais proxima das
caracteristicas biologicas, decorrente da presenga da
espécie carbonato (aprox. 875cm” e 1400cm™),
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grupamento comumente encontrado em  apatitas
bioldgicas, conforme revelado pelo espectro de FTIR
(Figura 2), quando comparado a dados da literatura [1,
2,7].

Comprovou-se o comportamento disperso dos pods
pela facilidade de desaglomeragdo apds etapa de
secagem, podendo estar associada ao impedimento
estérico causado pelas moléculas de coldgeno,
mecanismo que auxilia no comportamento de dispersdo
de particulas, o que ndo ocorre quando se adota a
metodologia tradicional (sem colageno). Além disso,
valores alcalinos de pH, como observados durante a
sintese, associada também a espécies carregadas em sua
estrutura, tendem a reorientar sua conformagdo de
maneira a dificultar a interagdo entre as particulas do po,
minimizando as forgas atrativas entre elas. Nesse caso,
estdo atuando mecanismos de intera¢do eletroestérica,
considerados os mais eficientes para garantir sistemas
estaveis de dispersao [4,5].

Nao foi observada modificagdo quanto a morfologia
entre os poOs antes e apos a calcinagdo. Os pos
mantiveram morfologia acicular, similar a da apatita
biologica, sendo observado um crescimento das
particulas apods a calcinagdo, provavelmente resultante
do coalescimento das particulas na temperatura utilizada
(800°C). Dados da literatura ndo revalam mudanca
significativa quanto ao tamanho e forma das particulas,
apos mesma condicdo de calcinagdo [8].As imagens
(Figura 1) também revelaram a presenca de uma
distribui¢do estreita de tamanho de suas particulas,
como resultado de uma metodologia capaz de originar
p6és de maior homogeneidade e uniformidade. O
coldgeno no meio reacional pode influenciar na
velocidade de nucleagdo, incitando a formagdo de
cristais ultrafinos, causada pela presenga da proteina
colagena, com tendéncia a esferoidizagdo das particulas
[5]. Materiais com essas caracteristicas podem revelar
estrutura com potencial para a mineralizagdo
biomimética de hidroxiapatita em sua superficie [6].

O po6 antes da calcinagdo (Figura 3) apresenta um
perfil de difragdo de raios X composto de bandas largas
que pode estar associado a diferentes caracteristicas,
como a presencga de cristais de dimensdes nanométricas,
baixa cristalinidade ¢ presenca de defeitos na estrutura,
porém preservando a presenga da fase tinica de HA.
ApOs calcinagdo pode-se constatar a permanéncia da
fase HA e aumento na cristalinidade.

As particulas obtidas sdo tipicas de pos de alta
reatividade adequados para obtengdo materiais de alta
densidade, caracteristica associada & area de superficie
especifica dos poés. Esta propriedade facilita a
sinterizagdo, assegurando microestruturas refinadas e de
alta densidade, como mostra a Figura 4, garantindo uma
melhor biofuncionalidade quando utilizada para
compensar uma disfuncdo oOssea [1, 4, 8]. Estas
caracteristicas estdo de acordo com as microestruturas
comprovada pelo valor expresso na Tabela 2 e pela
presenca de porosidade fechada minima (~5%),
caracteristica comum em materiais que atingiram ultimo
estdgio de sinterizagdo. Apds a sinterizacdo nao foram
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detectadas formagdo de novas fases, apenas aumento da
cristalinidade (Figura 5), revelando alta estabilidade
térmica a HA sintetizada preservando sua fase unica.

Os resultados obtidos permitem concluir a presenga
do colageno durante a sintese da HA teve influéncia no
seu mecanismo de formagdo, sendo detectada uma
variacdo do pH quando comparada a sintese
convencional de neutralizacdo. A rota de sintese obteve
p6s de facil desaglomeragdo, alta estabilidade e
presenca exclusiva da fase HA, similar a bioldgica e de
baixa cristalinidade. A analise por MET revelou uma
tendéncia a esferoidizagdo das particulas, sendo que a
presenca do colageno pode ter favorecido a formagéo de
cristais nanométricos. As caracteristicas dos pos
sintetizados permitiram a obteve HA capaz de atingir
altas densidades e cristalinidade, apds sinterizacdo,
preservando a fase desejada.
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