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Abstract. The hydroxylapatite was synthesized by wet co-precipitation and slow digestion
having as precursor reagents such as orthophosphoric acid and calcium hydroxide. In this
way the synthesis of the deficient hydroxyapatite is started, the metal-based synthesis artifact
is assembled in a Becker with calcium hydroxide solution (CaOH) with phosphoric acid drip
at the rate of 5 drops per minute in constant flow in a total of 5 hours on a magnetic stirring
heating plate. The obtained mass was dried, crushed and sieved in sieves and the powders
were pressed by uniaxial pressing using a 500Kg force in a steel die with a diameter of 15mm
and a height of 3-4mm. Then the pellets obtained were calcined at 1100 degrees Celsius and
characterized by DRX, FTIR, Raman, AFM, in addition to dilatometer and hysterimeter
analysis. After this step the silver nanoparticles (AgNPs) were synthesized on the surface and
analyzed by SEM and EDS. The results showed that it was possible to obtain the matrix of
hydroxyapatite and to cover with silver nanoparticles (AgNPs).
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1-Introducéo

E sabido que a hidroxiapatita é classicamente um dos material mais biocompativeis presentes.
Possui inimeras propriedades amplamente descritas na literatura. Entretanto ainda possui a
problematica de ser um material fridvel logo sujeitos a fratura em especial a fratura
estroboscopica que ocorre nas ceramicas apos a etapa de sinterizacdo em especial quando em
espessuras finas. Devido a esta inconveniéncia o material ainda hoje é restrito a enxertos de
substitutos dsseos criticos de pouca espessura em regides de pouca incidéncia de tensfes
como a regisdo retro-molar da mandibula e maxila. Além disso a hidroxiapatita se insere no
grupo quimico dos fosfato de célcio que sdo materiais cerdamicos que apresentam
propriedades particulares como biocompatibilidade e similaridade quimica com os tecidos
0sseos e dentarios dos seres vivos. Sua morfologia porosa permite que estes se apresentem
como material apropriado para a utilizacdo em substituicdo de pequenas partes de tecido
0sseo, ja que proporciona o crescimento de canais de sistemas nervosos, suporte para vasos
sanguineos como também suporte para deposicdo de farmacos. Dentre os fosfatos de célcio, a
hidroxiapatita se apresenta como fosfato mais estavel, o qual é encontrado em maior
proporcéo nos tecidos 6sseo e dentario no organismo (Santos, 2016).

A Hidroxiapatita (HA) € um dos compostos pertencente & familia das apatitas. Estes
compostos cristalinos possuem a formula geral [M10(Y6) Z2], onde: M = Ca, Sr, Ba, Cd, Pb;
Y= PO4, VO4, AsO4, SO4, SiO4, GeO4; Z = F, Cl, OH, O, Br [1]. A nomenclatura das
apatitas € referente ao anion monovalente presente na estrutura, ou seja, fluorapatita (F),
cloroapatita (ClI), hidroxiapatita (OH), etc [1, 2]. O termo apatita vem do grego e significa
“decepciono”, em fun¢do dela ser confundida com a turmalina, berilo e outras. A
hidroxiapatita é utilizada pelos vertebrados para compor o esqueleto, devido a sua capacidade
de atuar como reserva de célcio e fosforo. Além disso, a hidroxiapatita bioldgica é ainda
composta por ions em concentragdes diversas, tais como: Ca2+, Mg2+, Na+, CO3 2-, etc.,
permitindo o controle desses importantes ions nos liquidos corporais por meio da sua
liberagcdo ou armazenamento (Camargo, 2014)

A metodologia de caracterizacdo classica desse biomaterial consiste em usar espectroscopia
de transformada de Fourier para identificagdo dos grupamentos quimicos basicos que definem
pertencer ou ndo a classe dos fosfatos de calcio em especial identificar a hidroxiapatita além
da cristalinidade da hidroxiapatita por meio da Difracdo dos Raios-X que compde 0 requisito
basico e principal de caracterizacdo fisico-quimica sendo as demais técnicas complementares
a caracterizagéo principal.

A hidroxiapatita HA sendo um mineral componente do tecido bioldgico duro é constituida de
70% de peso do osso humano. Diferentes métodos de sintese e aplicagdo biomédica tem
recebido atencdo devido a sua alta biocompatibilidade e caracteristica de osteocondutividade.
Além disso, método de sintese tem sido desenvolvendo desde o da co-precipitacdo, além do
método da via dos nitratos, método sol-gel, precipitacdo quimica, reacdo do estado sélido,
método da deposicdo quimica a vapor, micro-ondas. E, uma das influéncias e moticacfes mais
importantes seria a capacidade da hidroxiapatita e funcionalizar pelo carreamento de liberacédo
de drogas, reparacdo dos tecdos dentarios e reparo da cartilagem. Entretanto, a
biocompatibilidade da hidroxiapatita € influenciada pelo proliferacdo bacteriana que pode
ocorrer em sua superficie. Alguns implantes ortopédicos revestidos por hidroxiapatita
representam substrato ideal para o crescimento bacteriano. Assim, como resultado
complicagdes por infeccdo e proliferacdo bacterianaapds a reposi¢do cirdrgica tem sido
apontada como a principal causa das falhas além do dano fisiologico e custos adicionais apds
a etapa cirdrgica (Riaz, 2018; lgashira, 2017).
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A prata é introduzida na hidroxiapatita pois os inimeros trabalhos tém reconhecido a prata
como um forte inibidor do crescimento bacteriano. Além disso a prata exibe boa estabilidade
térmica, baixa volatilidade, € biocompativel, ndo-toxica e exerce efeito bactericida quando na
interacdo de superficie. Podemos fazer recobrimento de nanoparticulas de trata sobre a
superficie da hidroxiapatita bem como promover a dopagem de prata (Ag*) na hidroxiapatita
tem sido usado pela sintese por diferentes métodos de precipitacdo, método do refluxo de
microndas, método sol-gel, ultrasénico, processo de deposicdo eletrost'tica por Spray-Pirolise
seguido de sinterizacio direta a temperaturas de cerca de 800°C a 1200°C. O raio ionico da
prata é de (1.28 A) e a Ag* é substituida pelo elemento célcio de menor raio-idnico Ca?* (0.99
A) em relacdo aos parametros de rede da hidroxiapatita que provoca alteragdo na tenséo e
deformacéo na estrutura cristalina (Riaz, 2018)

Neste caso, o intuito desse trabalho foi inicialmente apenas o de promover a sintese de
nanoparticulas d eprata usando o método classico de Lee e Meng na superficie das pastilhas
de hidroxiapatita estequiométrica calcinadas a 1100°C promovendo a caracterizagdo fisico
quimica para futuramente através do auxilio com a modelagem em conjunto com o
experimental obter parametros 6timos de controle do processo.

2- Material e métodos

Dessa maneira, inicia-se com a separacdo dos reagentes e a sintese de hidroxiapatita
deficiente. Para os regentes de sintese usa-se &cido ortofosférico, além do hidréxido de célcio
((H3PO4 e Ca(OH)2) respectivamente. Inicialmente monta-se o artefato de sintese com base
em haste metalica. Em um Becker levar a mistura de agua ultra-pura com o hidroxido de
calcio. Inicia-se usando 2gramas aferidos em balanca eletrénica analitica dissolvida de
maneira ponderal e aos poucos em 50mL de &gua ultra-pura em Becker de 250mL de boca
mais estreita acoplada em pHmetro, termémetro a fim da reacdo ocorrer e ser estabilizada a
40 graus Celsius. Quando se atingiu a temperatura desejada, iniciou-se 0 processo de
gotejamento da solucdo &cida. O gotejamento sobre a reacdo ocorre usando um fluxo de 5
gosta por minuto de acido fosférico sobre a solugdo em um volume total de 30 mL ocorrido
em torno de 5 horas total de reacdo que ocorrer em Becker sobre a placa de aquecimento com
agitacdo magnética (usamos 1 agitador magnético no interior da solugcdo que ocorreu a
reacao). Para a primeira sintese, usamos gotejamento do acido fosférico e um regulador de
soro fisiol6gico adaptado acoplado a haste que compde o garfo de apreenséo da solucgdo a fim
de proceder gotejamento constante em fluxo de fluxo constante de 5 gostas por minuto. Ao
término do gotejamento manteve-se a temperatura por 24 horas (periodo de maturacdo da
solucdo). Terminada a digestdo de cerca de 12 horas de sintese a solucdo em forma de gel foi
seca em estuda por cerca de 3 dias, em seguida macerada com gral e pistilo na forma de gral
de agata, apds maceracdo homogénea foi passado em tamises a fim de determinacdo de faixa
granulométrica de p6s com granulometria abaixo de 200 micrémetros. Os p6s obtidos a partir
da sintese a verde foram caracterizados em histeresimetro.

Em seguida foram confeccionadas pastilhas de hidroxiapatita colocando os pds obtidos apds a
sintese & verde em matriz de acido lubrificada com 6leo mineral com didmetro de 15mm e
altura do p6 de 3,4mm. Em seguida, leva-se em prensa hidraulica por meio de prensagem
uniaxial usando 500Kgf em um tempo de 1 minutos por prensagem de cada pastilha usando
uma matriz de aco obtendo assim pastilhas circulares.

Estas pastilhas foram calcinadas a 1100°C em forno mufla modelo Q318M24 com faixa de
trabalho entre 300°C & 1200°C com tensdo de 220Volts e poténcia de 3720 Watts usando uma
rampa especifica de aquecimento de subida, manutencdo e de descida em graus Celsius até
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atingir o patamar de 1100°C por meio de obtencdo otimizacdo ap6s algumas sinteses. As
pastilhas calcinadas obtidas séo conservadas em dessecador.

Em seguida, as mesmas foram selecionadas e obte-se a sintese de nanoparticulas de prata
(AgNPs). A metodologia de sintese selecionada apds ensaios iniciais de metodologia a verde
foi a de seguir com base no método de reducdo do citrato a fim de conhecer o processo,
caracteriza-lo e no futuro modela-lo e compreende-lo antes de partir para outras metodologias.
Assim o método selecionado consiste na adicdo de solucdo de nitrato de prata (AgNO3) em
um Erlenmeyer com agua destilada. A solucdo resultante é elevada a ebulicdo branda (com
temperaturas variando de 80 a 90°C. Posteriormente, cerca de 2 a 5 minutos fora adicionado
foi adicionado 4mL de uma solucdo de citrato de sddio 1%m\v. A suspensdo resultante passa
por diferentes padrdes de colorimetria e a avaliagdo em UV-Vis em especial em leitura de
absorbancia na faixa de 300 a 400nm. Para todos as condi¢des avaliadas foi possivel verificar
a mudanca de coloragdo esperada e, consequentemente, reacdo de redugdo do AgNO3

E, a fim de aferir propriedades da hidroxiapatita deficiente formada usaremos as técnicas de
caracterizacgdo fisico-quimica por meio de trés(3) técnicas basicas: DRX (Difracdo de Raios-
X) e espectroscopia de transformada de Fourier (FTIR) aléem da analise de Espectroscopia
Raman e Microscopia de Forca Atdmica (AFM). ApoGs a sintese de nanoprata sobre a
superficie da hidroxiapatita, a mesma é caracterizada por MEV e EDS analisando a superficie
do composito.

2.1- Caracterizacao Fisico-quimica
2.1.1- Caracterizacgao por Difragdo dos Raios-X

Os pobs foram retriturados em gral de &gata e peneirados em tamizes inferiores a 100
micrémetros. Os pos foram caracterizados a fim de verificar as fases cristalinas obtidas
mesmo nos pos & verde e possiveis fase inrentes a hidroxiapatita. Foi utilizado para esta
analise o Difratometro Bruker, modelo D2 Advance Brunker, com tubo de cobre (radia¢do Ko
=1,5418 A) com corrente utilizadas no tubo foram 30 kV e 10 mA, respectivamente, para a
obtenc¢do dos difratogramas. O difratometro utilizado possui geometria 6—0. A velocidade de
varredura do gonidémetro foi de 0,02%s, sendo o intervalo de varredura de 20° a 45°

2.2- Andlise de espectroscopia do Infra-vermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

As amostras foram analisadas com auxilio do espectrofotdmetro de absorcdo na regido do
infravermelho por transformada de Fourier, modelo Thermo Scientific Nicolet iS50, equipado
com o acessorio de reflectancia total atenuada (ATR), varredura de 64, resolucdo 2 cm™ na
faixa de 4000 a 400 cm™,

2.3- Espectroscopia Raman

Foi usado para analise um aparelho Raman marca Witec-focus innovations-modelo alpha300
(www.witec.de) cujo preparo envolveu “plain Si supplied by wit ec” operando em um
comprimento de onda de 785nm de comprimento de onda e intensidade de laser maxima do
tipo output, a objetiva usada para a observagdo da analise de aumento100x NAO0.95, o
didmetro de pinhole durante a operacdo foi de 100micrémetros em um tempo de integracao
usado de 50ms e grating de 600g\mm. O centro espectral de 950 rel 1\cm e filtro Raman do
tipo Raman EdgeFilter com investigated line 1st order SiLine e medida de alto pico de
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2000cts com tempo de integracdo usado para as nanoparticulas de prata de 1 segundo usando
a metodologia de andlise foi realizada pelo pontual das amostras

2.4- Microscopia de Forca Atdmica (AFM)

A analise foi feita em quipamento marca Witec Alpha 300 com Modo contato intermitente
Ponta 7.4N\m de 160Khz com foco variando de imagens variando de 20 micrometro a faixa
de cerca de 70 nanometros em foto de campo. Em aumentos de 5x5, 3x3 e 2x2.

2.5- Microscopia Eletrénica de varredura (MEV\EDS)

A analise de microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi usada a fim de identificar
possiveis poros, rugosidade de superficie e estrutura topogréfica e possiveis concavidades de
superficie. As esferas de quitosana foram metalizadas em um metalizador marca Emitech,
modelo K550X, sob corrente de 50 mA por 180 s. O MEV apresenta detector de elétrons
secundarios (Jeol JSM — 5800 LV-UFF Volta Redonda). Os parametros de operacao
utilizados foram voltagem de 20 kV a 21.24kV, WD de 11mm e distancia de trabalho de 14-
15 mm.

3- Resultados e Discusséo

3.1- Caracterizacao fisico-quimica

3.1.1- Caracterizacdo por Difracdo dos Raios-X (DRX)

Os espectros de Difracdo dos Raios X obtidos dos p6s obtidos & verde apds a sintese mostrou

picos referentes & Hidroxiapatita, entretanto na amostra ndo calcinada o aspecto do espectro
representou a fase amorfa do sistema, ou seja ndo cristalina.
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Figura 1: Difratograma representando o espectro obtido pela técnica de Difracdo dos Raios X
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3.1.2- Caracterizagéo por Espectroscopia do Infra-vermelhor (FTIR)

Da mesma maneira que o espectro de DRX a andlise foi feita dos pds obtidos pela sintese
ainda & verde. Os resultados mostraram que foi possivel obter a hidroxiapatita identificando
0s grupamentos quimicos principais necessariamente presentes (Figura 2).
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Figura 2: Espetro de infra-vermelho com transformada de Fourier (FTIR) da hidroxiapatita

Os trabalhos de Mirta (2015) mostraram semelhancas nos aspectos de bandas na faixa de onda
de banda vibracional de POs* ao se tornar definido, de mesmo modo idéntica- se regido de
OH" a medida em que aumenta o tamanho da particula. No material estudado por ela houve
auséncia da banda de OH ao contrario do nossso estudo onde esteve presente. Do mesmo
modo identificamos no trabalho que a incorporacdo de impurezas dentro do corpo da
hidroxiapatita (HA) pertuba os modos vibracionais das bandas de OH- and PO43-. Além disso
estudos mostram que calcinagdo nas temperaturas de menor para um maior aumento de
temperatura das escala de 700°C, 900°C & 1150°C apresentam um maior decaimento das
bandas e indicando um maior tamanho de particulas o que demonstrou coerente aos estudos
pilotos desse material presente.
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3.1.3- Caracterizacgédo da hidroxiapatita por espectroscopia Raman

200 400 G600 800 1000 1200
rel. 1/cm

Figura 3: Espectro raman obtidos da hidroxiapatita sintetizada

Foi identificado os picos principais presente na hidroxiapatita em especial os obtidos nos
pontos de 400, 600 e na faixa de 900 a 1000. Ao comparar na literatura um espectro de
Raman obtido de uma hidroxiapatita de um esmalte dentario pelos estudos de Zavala-Alonso
(2012) foi possivel identificar de maneira exatamente semelhante no perfil ao da
hidroxiapatita obtida sendo as areas de picos de 400 identificados como PO4*, bem como os
sinais de 600 e 950. Sendo assim o requisito principal como identificador de varredura
positiva para identificacdo da hidroxiapatita obtida usando esta ferramenta de anéalise.

Esta analise também pode ser empregada no estudo de tecido dsseo e também certas
Patologias como a osteoporose que sdo tecidos que podem ser mimetizados pela sintese da
hidroxiapatita. Assim nos estudos descritos por vendrame (2014) usando Raman foi possivel
avaliar a concentracdo de hidroxiapatita de calcio (HAC, ~958/960cm-1 / célcio, fosfato e
carbonato) através da espectroscopia Raman no infravermelho proximo (ER-IVP) dos
fragmentos 6sseo removidos da mandibula de pacientes com osteoporose do tipo |. Sessenta
individuos foram divididos em 4 grupos: a) controle (n=15 individuos, sem osteoporose com
T-score &#8805; -1 = ; b) teste 1 (15 individuos com osteopenia, -1<T-score<-2.5); c) teste 2
(n=15 individuos, com osteoporose em tratamento com alendronato com T-score &#8804; -
2.5; e d) teste 3 (n=15 individuos, com osteoporose aguardando inicio de tratamento para a
osteoporose com T-score &#8804; -2.5), de acordo com o padrdo estabelecido pela
Organizagdo Mundial da Saude. O tecido osteoporético apresentou as mesmas caracteristicas
minerais quando comparado ao grupo controle. A estequiometria obtida pela espectroscopia
Raman revelou diferengas entre os grupos controle e osteoporose (grupos teste 1 e 2) para
médias por unidade de &rea (u.a.) de fosfato e carbonato, enquanto maiores proporcées de
fosfato/amidal e carbonato/ amidal foram observadas para a osteopenia.
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3.1.4- Caracterizagdo por Microscopia de Forca Atbmica (AFM)

Figura 4 : Imagem de AFM obtidas das pastilhas de hidroxiapatita

Nas imagens da superficie das pastilhas obtidas da hidroxiapatita mostra que faixa de gréos
obtidas variando em média 0,4micrdmetro a 1 micrdmetro o que poderia ser viavel na
interacdo com células de fibroblastos e osteoblastos no processo de biointeracdo do
biomaterial com o fluido biologico. Foi possivel verificar na andlise morfolégica por
Microscopia de Forca Atdmica a presenca de grdos que compde o corpo das pastilhas
variando na escala de Imicrémetro inciando a fronteira abaixo dos 1000nandémetros.

3.1.5- Caracterizacdo especifica da superficie da hidroxiapatita revestida por
nanoparticulas de prata (AgNPs) por Microscopia Eletronica de varredura (MEV)

Caracterizagdo da superficie coberta com nanoparticulas de prata (AgNPs) por Microscopia
eletrobnica de Varredura (MEV) acoplada por EDS obteve-se imagens das pastilhas de
hidroxiapatita e, foi possivel verificar que houve a formagdo de um microfilme de nanoprata
ndo tanto homogéneo porém entremeados com regides da prata e hidroxiapatita poderia
contribuir ndo apenas com a biocompatibilidade natural da hidroxiapatita mas também com a
capacidade de bactericida e fungicida atuante pella simples presenca da prata na superficie

formando o nano-filme.
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Figura 5 : Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) obtido da superficie das pastilhas de
hidroxiapatita recobertas com filme de nanoprata

Foi possivel obter o filme de prata sobre a superficie da hidroxiapatita, entretanto ainda ndo é
garantida a fixacdo do mesmo sobre a superficie ao longo prazo, logo estudos posteriores
devem ser ivestidos pois uma supercifie com as propriedades vantajosas da hidroxiapatita
aliada as propriedades benéficas das nanoparticulas de prata propiciaria um ambiente proficuo
a maior biocompatibilidade do sistema requisito principal da garantia da biointegracdo dentro
do periodo critico de 24-48 horas onde qualquer exarcebacdo da resposta inflamatdria aguda
do organismo humano promovido pelo Sistema Imunol6gico poderia ser ao menos modulada
ou mimetizada a fim de garantir uma melhor resposta da aplicacdo do biomaterial.

3.1.6- Andlise do dilatdbmetro e histeresimetro

Foi feita as duas analises apenas para comprovacdo do comportamento classico de HA
durante a rampa de aquecimento no dilatbmetro com atmosfera inerte também com a
temperatura maxima de 1100°C. Além disso o perfil do material de hidroxiapatita obtida &
verde logo apés a sintese demonstrou se tratar de um material de comportamento
Diamagnético.

4- Inicio da Modelagem do conjunto Hidroxiapatita x nanoprata com Programa
ANSYS

Deu-se inicio a modelagem do Sistema realizados com o programa ANSYS a fim de verificar
defeitos na rede e a relacdo da prensdo com os coeficientes de tensdo exercido tanto pelo
material nas paredes da matriz com o modelamento do efeito inverso das paredes da matriz
sendo exercidas sobre a superficie da massa do material. Entretanto viu-se que a estabilidade
da malha ainda é deficiente e ajustes tanto do modelo quanto na obtengdo de pés homogéneos
obtidos da sintese a verde da hidroxiapatita ainda devem ser melhorada.
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Figura 6: Modelagem das pastilhas de Hidroxiapatita obtidas por prensagem Uniaxial

5. Concluséo

Foi possivel obter o material sintetizado inicialmente pela técnica de co-precipitacdo. Apos
ajustes foi possivel obter uma otimizacao inicial e os resultados mostraram coeréncia com 0s
parametros da hidroxiapatita (HA) do grupo dos fosfatos de calcio. Assim a varredura incial
das técnicas de caracterizacao fisico-quimica mostraram identificacdo das principais fases e
picos, além de identificar a mosrfologia da superficie da nanoprata (AgNPs) sobre a superficie
da hidroxiapatita. Modelagem inicial a partir da etapa de prensagem e obtencéo das pastilhas
de hidroxiapatita estdo sendo iniciamente desenvolvida a fim de otimizar novamente todos 0s
pardmtros e contribuir para o melhor ajuste no processo das vias da obtencdo de
hidroxiapatita.
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