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EFEITOS DA INSERCAO SIMULTANEA DOS [ONS Mg?*, Mn?" E Sr** SOBRE
HIDROXIAPATITA EM PROCESSO DE PRECIPITAGAO E TROCA IONICA

Leila Melo da Silva
Margo/2019

Orientador: Prof. Dr. Euler Araujo dos Santos
Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncia e Engenharia de Materiais

Os fons Mg*, Mn?* e Sr** sdo de grande interesse biolégico em associacio a
hidroxiapatita (HA) por induzir respostas celulares que promovem regeneracdo 0ssea.
No entanto, esses ions sdo de dificil estabilizacdo na rede cristalina de HAs obtidas por
co-precipitacdo, as quais podem sofrer transformacdes de fase em tratamentos térmicos
acima de 800°C. As novas fases sdo raramente levadas em conta quando se avaliam 0s
efeitos desses ions sobre o comportamento celular. Em muitos casos, os efeitos
atribuidos a um ion sdo misturados com aqueles causados pela presenca de outras fases
ndo contabilizadas. Assim, 0 objetivo deste trabalho foi compreender como ocorre a
estabilizacdo desses ions na rede de uma HA, isolando seus efeitos sobre as células,
daqueles causados por transformacdes de fase inerentes aos sistemas de HA
substituidas. Ao mesmo tempo, propor um método diferenciado para a insercdo desses
ions em uma HA pré-sintetizada via troca idnica assistida por radiacdo micro-ondas.
Para tanto, amostras de HA pura e contendo os diferentes ions foram sintetizadas via co-
precipitacdo e caracterizadas fisico-quimicamente por espectroscopia de fluorescéncia
de raios X por dispersdo de comprimento de onda (WDXRF), difracdo de raios X
(XRD) com refinamento Rietveld e espectroscopia no infravermelho por transformada
de Fourier (FTIR), antes e apds calcinacdo a 1000°C. As amostras calcinadas foram
testadas com células pré-osteoblasticas de camundongos (MC3T3-E1). As amostras
ensaiadas em troca i6nica também foram caracterizadas fisico-quimicamente, para se
avaliar o nivel de entrada dos elementos na rede da HA. A entrada dos fons Mg**, Mn?*
e Sr** na rede da HA, via co-precipitacdo, promoveu a formacéo das fases CaO, MgO e
Mn3O,, apos calcinacdo a 1000°C, além de modificagbes no volume da célula unitaria.
Observou-se que os fons Mg®* estimularam a diferenciacio dos pré-osteoblastos mesmo
guando segregados da estrutura HA na forma de MgO. No entanto, a presenca de MgO
retardou a proliferacdo celular. Ao mesmo tempo, os fons Mn?* aumentaram a
proliferacdo celular e induziram a producédo de altos niveis de fosfatase alcalina (ALP),
independentemente de estarem inseridos na estrutura de HA ou estarem segregados na
forma de Mn3O4. A presenca de Sr** na rede da HA ndo afetou o comportamento
celular, pois tanto a proliferacdo quanto a producgédo de ALP foram comparaveis aquelas
observadas para a HA pura. Em relacdo ao método alternativo de troca-ibnica para
inser¢do dos ions sem inducdo de transformacdes de fase, o aquecimento via radiacao
micro-ondas aumentou a concentragdo dos ions nas amostras de HA, em comparagéo ao
aquecimento convencional. No entanto, a maior parte dos ions permaneceu numa
camada hidratada da superficie dos cristais, sem difusdo significativa para o bulk.

Palavras-Chave: hidroxiapatita, dopagem, osteoblastos, precipitacéo, troca ionica.
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The Mg, Mn*" and Sr** ions are of great biological interest in association with
hydroxyapatite (HA) for inducing positive cellular responses in bone regeneration.
However, these ions are difficult to stabilize in the crystal lattice of HA synthesized by
co-precipitation, generally inducing phase transformations during thermal treatments
above 800°C. The new phases are rarely taken into account when these materials are
tested with cells. In many cases, the effects attributed to one element in substituted HA
are mixed with those caused by the presence of unaccounted phases. Thus, the objective
of this work was to isolate the effects of the ions over the cells from those caused by the
inherent phase transformations in the substituted HA systems. At the same time, to
propose a differentiated method for the insertion of these ions into a pre-synthesized HA
via ion exchange assisted by microwave radiation. Samples of pure HA and containing
the different ions were synthesized by co-precipitation and physic-chemically
characterized by wavelength disperse X- ray fluorescence (WDXRF), X-ray diffraction
(XRD) with Rietveld refinement and Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR),
before and after calcination at 1000 °C. Calcined samples were assayed with mouse pre-
osteoblastic cells (MC3T3-E1). The samples used in the ion exchange assays were
physic-chemically characterized to evaluate the insertion of the elements in the HA
lattice. The addition of Mg®*, Mn** and Sr** ions in the HA lattice, through co-
precipitation, promoted the formation of the CaO, MgO and Mn3;O, phases, after
calcination at 1000 °C, as well as changes in the unit cell volume. It was observed that
Mg®" ions stimulated the differentiation of the pre-osteoblasts even when segregated
from the HA structure as MgO. However, the presence of MgO appeared to retard cell
proliferation. At the same time, Mn?* ions increased cell proliferation and induced the
production of high levels of alkaline phosphatase (ALP), regardless whether they were
inserted into the HA structure or segregated in the form of MnzO,. The presence of Sr**
in the HA lattice did not affect cell behavior, since both proliferation and ALP
production were comparable to those observed for pure HA. Regarding the alternative
method of ion exchange for inserting the ions into the HA, the microwave radiation
heating considerably increased the ion concentration in the HA samples compared to the
conventional heating. However, that most of the ions remained in a hydrated layer onto
the crystal surface, without significant diffusion to the bulk.

Keywords: hydroxyapatite, doping, osteoblast, precipitation, ion exchange.

viii



INDICE

INDICE DE FIGURAS.......o.cooieveteeeeeeesssvsses st asnsssessse s Xi

INDICE DE TABELAS.......oooiteteeeeeeeteeeee et enes st enes sttt XVii
CAPITULO 1. INTRODUGAO........coovciireteeeesceeeeeeesees e esies s s senenen 18
CAPITULO 2. OBIETIVOS........ooeiieeeeeeeeeseeventesesesssissessssesssss s, 22
2.1, GERAL ..ottt 23

2.2. ESPECIFICOS.......ooiiieeeeeeeeeeete et ens st en st 23
CAPITULO 3. FUNDAMENTAGCAO TEORICA.......cccooeveeerceeeeeeeeseeernnn, 24
3.1. HIDROXIAPATITA: ESTRUTURA CRISTALINA.......cccoviiveieiirennnns 25
3.2. METODO DE TROCA IONICA.......c.oiveeeisieeeesee e 26
CAPITULO 4. REVISAO DA LITERATURA........cooooiieeeeieeeeeeeeseeeeneenn 28
4.1. SINTESE POR PRECIPITACAO EM MEIO AQUOSO..........ccccouunen.. 29
4.2. METODO DE TROCA IONICA........ooiviieieeeeeeee oo 32
4.3. ACAO BIOLOGICA DOS IONS Mg@®", Mn? € St ..o, 34
CAPITULO 5. METODOLOGIA ..ottt 37
5.1. INSERCAO SIMULTANEA DOS IONS VIA CO-PRECIPITACAO.....38
TR 1 [ 1 (==L SR OURPRO 38

5.1.2. Processamento d0 PO.........cooeererrrieirerieeee e 38

5.1.3. COMPOSIGAO EIEMENTAN........c.eiviiviriiriiiieeiieiee e 39

5.1.4. Caracterizagdo estrutural............cccccooveiiiiiiiciiicce e 39
5.1.4.1. Difracéo de raios X e refinamento Rietveld...............cccceeueeee. 39

5.1.4.2. Grupamentos apatitiCOS..........couvrrrerieeriere e 41

5.1.5. Caracterizagdo DIolOgiCa.........covivvieiiiiiiieeee e 41

5.2. INSERCAO SIMULTANEA DOS IONS VIA TROCA-IONICA............. 43
5.2.1. Sintese da HidroXiapatita pura...........cccceevevveeieiieie e, 43

5.2.2. Interagdo entre os fons Mg**, Mn®* e Sr** e os cristais de HA.......... 43

5.2.3. COMPOSIGED BIEMENTA.........cciriiiriieieiee e 44

5.2.4. CaracterizaGao eStrutural............ccocoveiiiiieniiie e 44



5.2.4.1. Difracdo de raios X e refinamento Rietveld...............ccccooenene. 44

5.2.4.2. Grupamentos @patitiCoS...........cevurerrrenerienieiseseese e 44
5.2.5. Caracterizagdo morfolOgiCa..........ccocevvrireiiniininieeseeeee e 44
5.3. ANALISE ESTATISTICA ...t 45
CAPITULO 6. RESULTADOS E DISCUSSOES........ccocosumminriniiirincinnineinns 47
6.1. INSERCAO SIMULTANEA DOS IONS VIA CO-PRECIPITACAO....48
6.1.1. COMPOSICAD......eeiueeriiriesieesieeeeseesteseesteete e sraeee e e sreeeeaneesraeneennes 49
6.1.2. Efeito do tratamento termiCo........ccocvvvvieiiiiieiieiee e 50
6.1.3. Efeito dos ions na estrutura da hidroxiapatita............cc.cceervreriennne 61
6.1.3.1. Grupamentos apatitiCoS..........cccvververieiieieee s 61
6.1.3.2. Par@metros de rede........cocoveveiiiininieeee e 63
6.1.3.3. Indice de cristalinidade............co.cvvveveeerirereeeeeieeeseere e 64
6.1.3.4. Tamanho do Cristalito..........cccccvvveriiereniiniiescee e 66
6.1.3.5. Raz&o de aspecto d0S CriStaiS..........ccecvvevveiieiieieeieie e s 66
6.1.4. Caracterizacdo biolOgiCa.........cccevveiieiiiii e 68
6.2. INSERCAO SIMULTANEA DOS IONS VIA TROCA-IONICA........... 72
6.2.1. COMPOSIGAD. ......eviriiiieiieiieieie ettt bbb 72
6.2.2. Efeito dos ions na estrutura da hidroxiapatita..............ccccceevvereennnns 75
6.2.2.1. Par@metros de rede........cocovvieieiiiienieiee e 75
6.2.2.2. Tamanho do Cristalito..........cccccvrveriverenie e 82
6.2.2.3. Razao de aspecto d0OS CriStaiS.......ccovreereereeiesieieseenieaee e 83
6.2.2.4. Grupamentos apatitiCoS..........cccvevvereiiieieere e 84
6.2.3. Caracterizacdo morfoldgica...........cccevveveiiiiieiiee e, 81
CAPITULO 7. CONCLUSOES.........itririeiniieeisiesiseisesses s 92
CAPITULO 8. PERSPECTIVAS PARA TRABALHOS FUTUROS.............. 94
CAPITULO 9. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.........ccccoooninirrieierene. 96



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Representacdo esquematica da célula unitaria da HA e descricdo do ambiente
quimico do Ca (Cal esferas verdes, Call esferas douradas), P (esferas vermelhas), O

(esferas azuis) € H (ESTEras Pretas)......ccoviieiierenieiie et 25

Figura 2. Representacdo da camada hidratada em uma apatita nanocristalina, podendo

trocar e liberar diversos ions da SOIUGED............ccveiveiieiieie e 27

Figura 3. Fluxograma da metodologia utilizada no processo de insercdo dos fons Mg?*,

MN?* @ SI%*, Via CO-PreCiPItaCaD. .........c..oveerveceeeresiereee et ene e 45

Figura 4. Fluxograma da metodologia utilizada no processo de insercdo dos fons Mg?*,

Y R RV W1 10or: W L0 1or: WS 46

Figura 5. Quantidade relativa (% em mol) dos elementos Mg, Mn e Sr nas amostras
medidas pelo WDXRF. *Diferenca significativa em comparacio com os outros elementos da

TTIESITIA AIMIOSEI. + vt et eeet e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ee e e e eeee e e eee e e e e eeee e e eeeennneeeeeennneeeennaaeeees 49

Figura 6. Padrdo de difracdo refinado pelo método de Rietveld da amostra HA pura.
Parametros de refinamento: GoF: 2,26 € RWP: 11,86.........ccccccevveiiiieiieieiie e 51

Figura 7. Padrdo de difracdo refinado pelo método de Rietveld da amostra HA-Mg.
Parametros de refinamento: GoF: 1,86 € RWP: 11,22.........cccccveiieiiiiieieeie e 51

Figura 8. Padrdo de difracdo refinado pelo método de Rietveld da amostra HA-Mn.
Parametros de refinamento: GOF: 2,24 € RWP: 8,96.......ccccoviiiiiiiiinieieene e 52

Figura 9. Padrdo de difracdo refinado pelo método de Rietveld da amostra HA-Sr.

Parametros de refinamento: GOF: 1,52 @ RWP: 12,78......c.cccoiiiiiiiiiieieienene e 52

Figura 10. Padréo de difracédo refinado pelo método de Rietveld da amostra HA-MgMn.
Parametros de refinamento: GoF: 2,04 € RWP: 11,20........ccccccoveiieiiiiieieeiecie e 53

Xi



Figura 11. Padrédo de difracdo refinado pelo método de Rietveld da amostra HA-MgSr.
Parametros de refinamento: GoF: 1,99 € Rwp: 10,11.....cccciiiiiiiiiiiiieieec e 53

Figura 12. Padrédo de difracdo refinado pelo método de Rietveld da amostra HA-MnSr.

Parametros de refinamento: GoF: 1,72 € RWP: 9,80.......cccevviiiiiiiiiieieee e 54

Figura 13. Padrdo de difragdo refinado pelo método de Rietveld da amostra HA-
MgMnSr. Parametros de refinamento: GoF: 2,00 e Rwp: 10,40.......ccccccevvevvieeirenene. 54

Figura 14. Padrdo de difracdo refinado pelo método de Rietveld da amostra HA pura
apos calcinacdo a 1000°C. Parametros de refinamento: GoF: 2,36 e Rwp: 11,99.......... 55

Figura 15. Padrdo de difracdo refinado pelo método de Rietveld da amostra HA-Mg
apos calcinacdo a 1000°C. Parametros de refinamento: GoF: 2,34 e Rwp: 11,86.......... 55

Figura 16. Padrdo de difracdo refinado pelo método de Rietveld da amostra HA-Mn

apos calcinacdo a 1000°C. Parametros de refinamento: GoF: 4,14 e Rwp: 11,22.......... 56

Figura 17. Padréo de difracdo refinado pelo método de Rietveld da amostra HA-Sr apds
calcinacdo a 1000°C. Parametros de refinamento: GoF: 2,33 e Rwp: 11,30.................. 56

Figura 18. Padrdo de difracdo refinado pelo método de Rietveld da amostra HA-MgMn
apos calcinacdo a 1000°C. Parametros de refinamento: GoF: 3,62 e Rwp: 10,43.......... 57

Figura 19. Padrdo de difracdo refinado pelo método de Rietveld da amostra HA-MgSr
apos calcinacdo a 1000°C. Parametros de refinamento: GoF: 2,24 e Rwp: 11,09.......... 57

Figura 20. Padrdo de difragdo refinado pelo método de Rietveld da amostra HA-MnSr

apos calcinacdo a 1000°C. Parametros de refinamento: GoF: 3,77 e Rwp: 10,74......... 58

Figura 21. Padrdo de difracdo refinado pelo método de Rietveld da amostra HA-
MgMnSr apds calcinacdo a 1000°C. Parametros de refinamento: GoF: 2,36 e Rwp:

xii



Figura 22. Composicao das fases das amostras apos calcinacao a 1000°C em funcdo dos

e1ementos de AOPAGEM.........oiiiiiiiiei et 59

Figura 23. Diagrama de fases da hidroxiapatita com base na relacdo Ca/P. (Adaptado de
ALVARES, 2012)....cceiieeeiieeeeieeeeteeee ettt s sttt 60

Figura 24. Espectros de FTIR nas regides v4 POs> e v,COs* e razdes de intensidade

para as bandas de absorcdo v, COs* e v4sPO,> antes e depois da calcinagdo a 1000

Figura 25. Volume da célula unitéria calculado a partir da fase HA antes e depois da

calcinacdo a 1000°C em funcdo dos elementos de dopagem. * Diferenca significativa em

relagdo & amostra HA. ** Diferenca significativa entre amostras verdes e calcinadas no mesmo

Figura 26. Indice de cristalinidade calculado a partir da fase HA antes e depois da
calcinagdo a 1000°C em funcdo dos elementos de dopagem. ‘Diferenca significativa em

FElAGAD @ AMOSIIA HA . .......cevieiceeiecee ettt bbbt she b st bbb bbb en et n st nes 65

Figura 27. Tamanho do cristalito calculado a partir da fase HA antes e depois da
calcinagdo a 1000°C em funcéo dos elementos de dopagem.........c.ccocvvvvvrieienenenienn 66

Figura 28. Razdo de aspecto dos cristais calculada a partir da fase HA antes e depois da

calcinagdo a 1000°C em funcéo dos elementos de dopagem.........c.ccocvvvvvrieenieneneninnn 67

Figura 29. Perfil de tempo tipico para o crescimento do MC3T3-E1 em amostras de HA

pura e dopadas. * Diferenca significativa em comparagio com a amostra de HA para 0 mesmo tempo.

** Diferenca significativa entre amostras semelhantes em comparacdo com o primeiro tempo (7

Figura 30. Diferenciagdo celular para o crescimento de MC3T3-E1 em amostras de HA
pura e dopadas. * Diferenca significativa em comparagio com a amostra de HA para 0 mesmo tempo.

** Diferenca significativa entre amostras similares em comparagdo com o ultimo tempo (21 dias)........ 71

Xiii



Figura 31. Porcentagem molar de Mg, Mn e Sr em HA apds troca idnica por
aquecimento convencional (30, 50 e 80°C) e por micro-ondas. * Diferenga significativa entre

cada elemento, entre o aquecimento convencional comparado ao aquecimento por micro-ondas........... 73

Figura 32. Relagcdo Ca/P das amostras antes e depois da troca idnica por aquecimento

convencional (30, 50 e 80 °C) e micro-ondas. * Diferenga significativa entre as amostras
controle em comparagdo com a amostra de HA sintetizada. ** Diferenga significativa entre a amostra
HA-MgMnSr em relagdo a respectiva amostra de controle. *** Diferenca significativa entre a amostra

HA-MgMnSr submetida a aquecimento convencional em comparacdo ao aquecimento por micro-

Figura 33. Padrdo de difracdo refinado pelo método de Rietveld da amostra de HA sem

aquecimento. Parametros de refinamento: GoF: 1,93 e Rwp: 10,66............cccccvevveriennn. 76

Figura 34. Padrdo de difracdo refinado pelo método de Rietveld da amostra de HA
aquecida em banho de 6leo ap6s imersdo em agua destilada (H,0) a 30°C. Parametros
de refinamento: GOF: 2,51 € RWP: 9,42.......c.ooii it 76

Figura 35. Padrdo de difracdo refinado pelo método de Rietveld da amostra de HA
aquecida em banho de 6leo apés imersdo em solucdo aquosa contendo os fons Mg*,
Mn** e Sr** (H,0 + Mg?*, Mn?* e Sr**) a 30°C. Parametros de refinamento: GoF: 1,88 e

Figura 36. Padrdo de difracdo refinado pelo método de Rietveld da amostra de HA
aquecida em banho de 6leo apds imersdo em agua destilada (H,O) a 50°C. Parametros
de refinamento: GOF: 2,63 € RWP: 9,81L......c.coiiiiiiieiece e 77

Figura 37. Padrdo de difracdo refinado pelo método de Rietveld da amostra de HA

aquecida em banho de 6leo apo6s imersdo em solucdo aquosa contendo 0s ions Mg*,
Mn** e Sr** (H,0 + Mg?*, Mn®* e Sr**) a 50°C. Parametros de refinamento: GoF: 2,39 e

Xiv



Figura 38. Padrdo de difracdo refinado pelo método de Rietveld da amostra de HA
aquecida em banho de 6leo ap6s imersdo em agua destilada (H,O) a 80°C. Parametros
de refinamento: GOF: 2,47 € RWP: 9,23, ..o 78

Figura 39. Padrdo de difracdo refinado pelo método de Rietveld da amostra de HA
aquecida em banho de 6leo apés imersdo em solucéo aquosa contendo os fons Mg*,
Mn®* e Sr** (H,0 + Mg?*, Mn?* e Sr**) a 80°C. Parametros de refinamento: GoF: 1,94 e

Figura 40. Padrdo de difracdo refinado pelo método de Rietveld da amostra de HA
aquecida em formo micro-ondas ap6s imersdo em agua destilada (H,O). Parametros de
refinamento: GOF: 1,74 € RWP: 8,96.......ccveiiiiiiicie et 79

Figura 41. Padrdo de difracdo refinado pelo método de Rietveld da amostra de HA
aquecida em formo micro-ondas apo6s imersdo em solucdo aquosa contendo 0s ions
Mg®*, Mn?* e Sr** (H,0 + Mg, Mn?* e Sr®"). Parametros de refinamento: GoF: 1,95 e

Figura 42. Variacdo do volume da célula unitéria das amostras submetidas a troca iénica

por aguecimento convencional e micro-ondas. * Diferenca significativa entre as amostras

controle em comparacdo com a amostra de HA sintetizada. ** Diferenca significativa entre a amostra
HA-MgMnSr em relacéo a respectiva amostra controle. *** Diferenca significativa entre a amostra HA-

MgMnSr submetida a aquecimento convencional em comparacdo com o0 aquecimento por

ITHCTOONUES. ..« oo et e e ettt e e et e e et e e e e et e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e eee e e e e e e e e eeeeneeeeenaneeeeananees 81

Figura 43. Variacdo do tamanho do cristalito das amostras submetidas a troca idnica por

aquecimento convencional e micro-ondas. * Diferenga significativa entre as amostras controle
em comparagdo com a amostra HA sintetizada. ** Diferenca significativa entre a amostra HA-MgMnSr

em relacdo a respectiva amostra controle. *** Diferenca significativa entre a amostra HA-MgMnSr

submetida a aquecimento convencional em comparagdo com o0 aguecimento via micro-ondas............. 82

Figura 44. Variacdo da razdo de aspecto dos cristais das amostras submetidas a troca

ibnica por aquecimento convencional e micro-ondas. * Diferenca significativa entre as
amostras controle em comparagdo com a amostra HA sintetizada. ** Diferenca significativa entre a

amostra HA-MgMnSr em relacdo a respectiva amostra controle. *** Diferenga significativa entre a

XV



amostra HA-MgMnSr submetida a aquecimento convencional em comparagdo com 0 aquecimento por

LT 0o LT 84

Figura 45. Espectros de FTIR das bandas de absorcdo na regido v,PO,>dos nanocristais
de HA sem aquecimento e aquecidos em banho de 6leo e em forno micro-ondas apés
imersdo em &gua destilada (H-O) e em solugdo aquosa contendo os fons Mg, Mn*" e
SIZ (H20 + MG%, N € SI2Y).ooeeeeeee e 85

Figura 46. Espectros de FTIR das bandas de absorcao na regido v,COs*” dos nanocristais
de HA sem aquecimento e aquecidos em banho de 6leo e em forno micro-ondas apés
imersdo em &gua destilada (H.0) e em solugdo aquosa contendo os fons Mg**, Mn*" e
SPZ (H20 + MG%, MNZ @ SIZY) et 86

Figura 47. Imagens de MET com escalas de 200 nm e 100 nm dos cristais de HA sem

T[0T 1] ] (o USSP 88

Figura 48. Imagens de MET com escalas de 200 nm e 100 nm dos cristais de HA

aquecidos em banho de 6éleo apds imersdo em agua destilada a 80°C.............ccccevvenenee. 88

Figura 49. Imagens de MET com escalas de 200 nm e 100 nm dos cristais de HA
aquecidos em banho de 6leo ap6s imersdo em solucdo aquosa contendo fons Mg?*, Mn?*
€ SIZ @BO°Carvivveiieeciesee s 89

Figura 50. Imagem de MET de um cristal de HA e 0 mapeamento dos elementos por
EDS, mostrando célcio (vermelho), fésforo (roxo), magnésio (azul escuro), manganés
(azul claro) e estroncio (verde) na amostra de HA aquecida em banho de 6leo ap6s

imersdo em soluc&o aquosa contendo fons Mg?®*, Mn?* e Sr?* a 80°C.........cccovverevennne. 90

XVi


https://www-sciencedirect.ez20.periodicos.capes.gov.br/topics/physics-and-astronomy/chromium

INDICE DE TABELAS

Tabela 1. Razdes Ca/P e (Ca + M)/P obtidas de WDXRF. M = Mg, Sr e/ou Mn........... 50

XVii



CAPITULO 1

INTRODUCAO

18



A insercao de ions na estrutura de apatitas tem se tornado alvo de muitos estudos
visando melhorias nas suas propriedades estruturais e biologicas para aplicacdes em
engenharia tecidual. A hidroxiapatita (HA), com férmula quimica Cao(PO4)s(OH),,
possui a capacidade de acomodar diversos substituintes aniénicos e catidbnicos em sua
estrutura, 0s quais podem desempenhar papéis importantes no estimulo de células
Osseas, contribuindo significativamente para o controle da biocompatibilidade da HA
(SUPOVA, 2015). Alguns ions, tais como Mg*, Mn* e Sr** sdo conhecidos
substituintes do Ca** na rede cristalina da HA e promovem melhorias nos processos de
proliferacdo, adesdo e diferenciacdo de osteoblastos, diminuindo a atividade
osteoclastica (ZHOU et al., 2013; MIOLA et al., 2014; NABIYOUNI et al., 2015;
KRISHNAN et al., 2016; SINGH et al., 2016). A manipulacdo adequada dessas
substituicdes, com a proposicdo de desenhos quimicos e estruturais definidos, pode
permitir a fabricacdo de uma HA cada vez mais especializada na solucdo de problemas
relacionados a engenharia tecidual 6ssea, contribuindo efetivamente para o
desenvolvimento das chamadas bioceramicas inteligentes (HOLZAPFEL et al., 2013).

Além da biocompatibilidade, a substituicdo dos grupamentos originais da HA
(Ca®*, PO,> e OH") por outros grupamentos idnicos pode afetar sua solubilidade e
cristalinidade, produzindo distor¢Ges de rede capazes de induzir transformacdes de fases
em altas temperaturas (FARZADI et al., 2014; VELJOVIC et al., 2014; HUANG et al.,
2015; KHAN et al., 2015; LINDAHL et al., 2015). As fases que surgem apds
tratamentos térmicos sdo geralmente menos biocompativeis, como os fosfatos
tricalcicos do tipo o e B (a-TCP e B-TCP), além do éxido de célcio (CaO) (KUPIEC et
al., 2012; TONSUAADU et al., 2012). Por pertencerem a sistemas cristalinos
diferentes, essas novas fases acabam por produzir contrac6es e/ou expansdes localizadas
que podem também comprometer a integridade estrutural/mecénica de pecas densas.
Dessa forma, a instabilidade térmica observada na HA substituida é um grande
problema para a producdo de enxertos, revestimentos e implantes que necessitam de
tratamentos térmicos em sua fabricacao.

Na literatura, os efeitos reais dos ions sobre as células sdo confundidos com
aqueles causados pelas transformacOes de fase inerentes aos sistemas de HA
substituidas. Por exemplo, WEBLER et al. (2015) observaram que a quantidade de
Mg?* e a proporcéo das fases f-TCP/HA em ceramicas bifasicas ndo exerceram efeitos
consideraveis sobre a viabilidade de macrofagos apos 24 h de cultura. Neste caso, dois

efeitos foram superpostos: quantidade de Mg* e proporcdo entre as fases.
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BHATTACHARJEE et al. (2014) atribuiram & presenca de Zn®* as diferencas
observadas no comportamento in vivo de implantes de hidroxiapatita, desconsiderando o
surgimento da fase B-TCP quando esses implantes eram calcinados a 800 e 1150°C.
Portanto, muitos dos efeitos biologicos atribuidos a um elemento especifico em
hidroxiapatitas substituidas ndo sdo adequadamente isolados. Nesse sentido, €
imprescindivel buscar alternativas para se tentar isolar os efeitos dos ions daqueles
causados pelas transformac6es de fase, permitindo que aperfeicoe o entendimento de
como cada ion age sobre o comportamento celular.

Diversos estudos demonstram que existem pelo menos dois meios de se
estabilizar a entrada de um ion na rede da HA evitando-se transformacdes de fase
(ARUL et al., 2014; GOPI et al., 2014a; SILVA et al., 2015). O primeiro seria a
insercdo do ion de interesse simultaneamente a outros ions de cargas e tamanhos
diferentes, durante o processo de sintese por precipitacdo em meio aquoso. As
diferencas de tamanho e carga acabam por induzir uma reducdo das tensdes residuais
provocadas pela entrada de apenas um tipo de ion, relaxando a rede durante os
tratamentos térmicos. Outro meio seria a insercdo desses ions substituintes em uma HA
ja pré-formada, através do método de troca ibnica, pela simples imersdo da HA em uma
solucdo contendo os ions dopantes. Os dois métodos apresentam vantagens e
desvantagens. Pelo primeiro método, é possivel a inser¢do de quantidades maiores de
ions (completa substituicdo de grupamentos, a depender do ion envolvido) e melhor
homogeneizacdo ao longo do sélido formado. Por outro lado, 0 método da troca i6nica
dificulta a homogeneizacao dos ions na estrutura (por se tratar de um processo difusivo
superficie-bulk) e, portanto, acaba por limitar sua concentracdo. Além disso, tratando-se
de respostas bioldgicas, uma HA contendo substitui¢cBes idnicas via troca ionica seria
viavel para 0s casos em que se necessita de um reparo 6sseo de curto prazo, uma vez
que os ions dopantes permanecem nas camadas mais superficiais e sdo liberados
rapidamente no meio circundante (KRAMER et al., 2014; LIM et al., 2015). No caso de
uma HA dopada via co-precipitagdo aquosa, a resposta biolégica é mais duradoura, uma
vez que esta apresenta ions substituintes desde a superficie até o bulk, interagindo com o
tecido 6sseo de forma continuada durante o processo de remodelacdo, com uma
liberacdo gradual de ions para o meio biologico (KRAMER et al., 2014; LIM et al.,
2015).

Nesse sentido, varias questbes ainda precisam ser respondidas: a) como a

inclusdo simultanea de diferentes ions pode ajudar a melhorar a estabilidade térmica da
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HA em alta temperatura, b) essa insercdo aumentaria ou diminuiria a
biocompatibilidade da hidroxiapatita, c) de que maneira a presenca de outras fases além
da hidroxiapatita prejudicaria a resposta bioldgica do material, d) seria possivel isolar 0s
efeitos dos ions das transformacdes de fase e e) 0 processo de troca idnica é realmente
eficaz para a insercdo dos fons Mg?*, Sr** e Mn?* na estrutura da uma HA pré-
sintetizada? O presente trabalho trata-se de uma investigacdo sobre essas questdes ainda

abertas na literatura.
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2.1. OBJETIVO GERAL

O objetivo principal deste trabalho foi estudar o efeito da insercdo dos ions
bivalentes Mg®*, Mn®* e Sr** na rede de uma HA, via precipitacdo em meio aquoso e

troca idnica.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Estudar a acomodaco individual, em par e em trio dos fons Mg®*, Mn?* e Sr**
na rede cristalina da HA via co-precipitacdo em meio aquoso;

e Avaliar o comportamento bioldgico de proliferacdo e diferenciacdo de
osteoblastos em funcéo da composicdo das HAs sintetizadas;

e Isolar os efeitos bioldgicos dos ions introduzidos na HA sobre as células dos
efeitos causados pelas transformagdes de fase;

e Estudar uma rota alternativa de insergdo simultanea dos fons Mg, Sr** e Mn?*
nos sitios de Ca’* via troca ionica;

e Avaliar o papel do tipo de aquecimento (convencional e por radiagdo micro-

ondas) no processo de troca idnica.
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3.1. HIDROXIAPATITA: ESTRUTURA CRISTALINA

A hidroxiapatita apresenta formula quimica Cayo(PO4)s(OH),, formada por 10
fons Ca®*, 6 fons PO,> e 2 fons OH™ arranjados em uma unidade da célula unitéaria
hexagonal, com pardmetros de rede a = b = 0,954 nm e ¢ = 0,690 nm. Os 10 fons Ca**
estdo dispostos em duas posicdes cristalograficas: Ca (I) e Ca (II). Quatro jons Ca*
compdem o ambiente do Ca (I) e estdo dispostos em colunas paralelas ao eixo c,
cercados por nove 4tomos de O, pertencentes aos tetraedros de fosfato (PO4>) (Figura
1). O sitio do Ca (I1) é composto por seis fons Ca?*, arranjados em dois triangulos
equilateros ao longo do eixo ¢, onde esta localizado os canais das hidroxilas (OH).
Dessa forma, os fons Ca®* pertencentes aos sitios Ca (I1) estdo ligados a seis atomos de
O provenientes dos tetraedros de fosfato e um &tomo de oxigénio proveniente da
hidroxila (MATSUNAGA, 2010; LAURENCIN et al., 2011; SUPOVA, 2015). Os seis
tetraedros de PO,* séo coordenados por quatro 4&tomos de oxigénio e sua vizinhanca é
composta por cinco sitios Ca (Il) e quatro sitios Ca (I). Ja as hidroxilas sdo rodeadas
apenas por sitios Ca (I1) (LAURENCIN et al., 2011).

- e Q@

Figura 1. Representacdo esquematica da célula unitaria da HA e descricdo do ambiente
quimico do Ca (Cal esferas verdes, Call esferas douradas), P (esferas vermelhas), O

(esferas azuis) e H (esferas pretas).
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A capacidade de acomodacéo de varios ions substituintes permite que a formula
quimica da HA possa ser escrita através de uma formula geral: M1o(XO4)s(Y)2. M
representa cations monovalentes e bivalentes (Ca®*, Sr**, Mg®*, Ag*, Na*, etc.), XO, é,
geralmente, um anion trivalente, podendo ser também bi (PO,>, VO,*, AsO,*, CO5?,
etc.), e Y é, geralmente, um anion monovalente (OH’, F', CI" etc.) (GRUSELLE, 2015;
YILMAZ et al., 2019).

3.2. METODO DE TROCA IONICA

Véarios métodos de sintese sdo listados na literatura para a producdo de HA
como, por exemplo, precipitacbes em meio aquoso, reacdes em estado soélido, co-
deposicéo, troca ionica, entre outros (SAVINO et al., 2015; GOMES et al., 2018; INCE
et al., 2018; LOWRY et al., 2018; XU et al., 2018) . Esta diversidade de métodos de
obtencdo da HA permite que varios ions possam ser incorporados na rede desta
bioceramica.

O processo de troca ibnica consiste basicamente na liberagcdo e troca dos ions
presentes na superficie da HA, por ions presentes em meio aquoso, atraves da adsor¢ao
destas espécies idnicas que posteriormente podem ser difundidas para o interior da rede,
sem a formacdo de novas fases (REY et al., 2007a; ELKADY et al.; 2011;
GUSTAVSSON et al., 2011; YUAN et al., 2013). A possibilidade de substituir os
grupamentos iénicos da HA por ions biofuncionais via troca i6nica, evitaria problemas
de transformacOes de fases em altas temperaturas, uma vez que cristais de HA
sinterizados também sdo passiveis de troca i6bnica (RAMAKRISHNAN et al., 2016;
KRUKOWSKI et al., 2018).

Os mecanismos de substituicdo ibnica em meio aquoso podem-se dar
basicamente por troca ibnica e dissolugdo-precipitacdo, sendo que em ambos 0s casos,
ocorre primeiramente a adsorcao das espécies idnicas na superficie da HA (KANNO et
al., 2014; LIU et al., 2016). Nos processos de troca ibnica, os ions das camadas
superficiais da HA, sdo trocados por ions presentes na solugdo, que posteriormente,
podem passar a constituir os cristais de HA maduros, via difusdo, sem que ocorra a
formacdo de novas fases. O processo difusivo e de homogeneizacdo da espécie
envolvida no bulk dos cristais é facilitado para o caso de cristais de tamanho reduzido
(nanocristais) ou de baixa cristalinidade (GOMEZ-MORALES et al., 2013, AGUDO et
al., 2014). No mecanismo de dissolucéo-precipitacdo o fluido aquoso induz a dissolugéo

da fase, aumentando a concentracdo de espécies idnicas proximo a superficie, as quais
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podem exceder o produto de solubilidade de seus respectivos sais, precipitando na
superficie e formando uma nova fase (AGUDO et al., 2014, WILLIAMS et al., 2015).

Na maior parte das vezes, 0s processos de troca ibnica acontecem devido a
presenca de uma camada hidratada na superficie da HA (Figura 2), na qual os ions da
estrutura encontram-se fracamente ligados, apenas por interacdes eletrostaticas,
podendo ser facilmente trocados com outros ions presentes na solucdo circundante
(CAZALBOU et al., 2005; REY et al., 2007a). Dessa forma, os ions substituintes
envolvidos no processo podem ser incorporados nos sitios de Ca** da fase HA, ou
podem simplesmente ndo entrar na rede, permanecendo apenas adsorvidos fisicamente
na superficie (REY et al., 2014).

HPO,%

H,PO,

| Mg
CO,2

Ca2+ Sr2+

HCO,

ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ

Red Camada Solucédo
Apatitica hidratada
Figura 2. Representacéo da camada hidratada em uma apatita nanocristalina, podendo

trocar e liberar diversos ions da solucéo.

Para serem facilmente incorporados na rede da HA, os cations substituintes
envolvidos na troca idnica devem apresentar raios ionicos semelhantes ao Ca®, e
possuir, geralmente, valores de eletronegatividade préximos ou maiores que a do ion
Ca?*, (SUGIYAMA et al., 2000; MATSUNAGA, 2010a). CAZALBOU et al. (2005)
sugeriram que o fon Sr** é incorporado na rede cristalina da HA, enquanto o fon Mg*,
permanece na superficie do cristal participando dos processos de troca idnica reversivel.
O fato da substituicdo do Mg?* no reticulo cristalino da HA ser limitada a cerca de 10%
explica tal fato (NABIYOUNI et al., 2018).
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4.1. SINTESE POR PRECIPITACAO EM MEIO AQUOSO

O meétodo de precipitacdo aguosa consiste numa reacdo entre as solugdes dos
sais de fosforo e célcio, permanecendo sob agitacdo constante, geralmente em pH 10,
seguido por envelhecimento durante algumas horas, e posteriormente a filtracdo e
secagem do precipitado (FIHRI et al., 2017; SZCZES et al., 2017). Este método
apresenta diversas vantagens como: obtencdo de nanoparticulas homogéneas, elevada
reprodutibilidade, alto rendimento, baixa temperatura de sintese, facil controle das
condigdes de reagéo, baixo custo (SADAT-SHOJAI et al., 2013; MOHANDES et al.,
2014; YELTEN-YILMAZ et al., 2018). No entanto, este método pode apresentar a
formacdo de uma HA néo estequiométrica, devido a presenca de outros ions presentes
no meio reacional, como carbonato, cloretos, nitratos, sédio e potassio, provenientes dos
reagentes e da atmosfera de sintese (SADAT-SHOJAI et al., 2013). Além disso, a
presenca de fases intermediarias de fosfatos de calcio precursores da HA podem ser
detectadas (DOROZHKIN, 2009).

Varios ions podem ser introduzidos na HA pelo método de precipitacdo em meio
aquoso, no entanto, modificacdes estruturais e transformacdes de fases causadas pela
insercdo de um unico elemento dopante na rede da HA sdo frequentemente
demonstradas na literatura. FARZADI et al. (2014) verificaram que os fons Mg®* ndo
foram totalmente incorporados na rede da HA, durante a sintese por precipitacao
aquosa, sendo o restante deles adsorvidos na superficie da mesma. Antes da calcinagdo
se observou a formagéo da fase Mg(OH), como uma combinacdo dos fons Mg?* (que
ndo entraram na estrutura) e os ions OH". Apds calcinacdo, a 900°C/ 1 h nao foi
observado a formacdo de fases secundarias, como Mg-B-TCP, mas a presenga de MgO,
como subproduto da calcinacdo da fase Mg(OH),. Estudos feitos por STIPNIECE et al.
(2014) em HA substituidas com 1, 2, 3 e 10% em peso de Mg, pelo método de
precipitacdo aquosa, mostraram que o precipitado apresentou-se na forma de placas e
agulhas aglomeradas. O aumento do teor de magnésio provocou uma diminuigdo da
cristalinidade, uma reducdo no tamanho do cristalito, uma contracdo no eixo a e uma
expansdo do eixo c. Apos calcinagdo a 1100 °C/ 1 h, somente as amostras contendo 3 e
10% em peso de Mg, transformaram-se para a fase Mg-p-TCP.

VELJOVIC et al. (2014) estudaram a dopagem de Sr** (3% mol) e Mn?* (1%
mol) pelo método de precipitacdo aquosa e observaram que todas as amostras

apresentaram misturas bifasicas de HAp e B-TCP durante sinterizagdo em forno micro-
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ondas, a 900°C. Apesar do Mn?*" estar presente em uma menor concentragao, uma maior
formagdo da fase B-TCP foi vista para estas amostras, em comparagdo com as amostras
contendo Sr**. HE et al. (2016) avaliaram o efeito da insercdo do Sr** (5, 10 e 21 %
mol), sobre a proporcédo das fases HA e B-TCP, apds tratamento térmico a 1000°C/ 3 h
e verificaram um aumento na porcentagem da fase B-TCP com o0 aumento da
concentragdo de Sr nas amostras. JA NAGYNE-KOVACS et al. (2018) observaram que
a insercdo individual de Mg®* (2 e 4 % mol) e Sr** (2, 4, 8 e 12 % mol) em
hidroxiapatitas, provocaram a formacdo das fases fosfato tricalcico contendo Sr**,
Srp.13Ca g7(POy4),, e pirofosfato de célcio, Ca,P,07, apds tratamento térmico a 900°C/1
h, para as amostras contendo 8 e 12 % mol de Sr. No caso das amostras contendo Mg?*,
apenas aquela que continha 4% mol deste ion, apresentou um fosfato tricélcico
contendo Mg®*, Caz7:Mgo20(PO4)2, apds as mesmas condicdes de tratamento.

STIPNIECE et al. (2018) observaram presenga da fase B-TCP em microesferas
de HA substituidas com Mg**, apés calcinagdo a 1000°C. SINUSAITE et al. (2019)
demonstraram que a insercdo do Mn®* em fosfatos de calcio induziu a formacdo das
fases B-TCP e o-TCP, ap0s tratamento térmico a 700°C/ 5 h, sendo estas fases
dependentes da quantidade de Mn?* presentes na amostra. Para 1 % mol de fons Mn**
observou-se uma quantidade minima de B-TCP e uma maior quantidade da fase a-TCP.
Com 0 aumento da quantidade de Mn?** observou-se uma diminui¢io da fase a-TCP e 0
aumento da fase B-TCP.

A evidente desestabilizacdo estrutural da HA causada pela inser¢cdo de um
elemento dopante pode ser atribuida a uma diferenca de raio iénico e valéncia entre o
fon substituinte e 0 Ca*, além da concentracdo do fon dopante. Geralmente, 0 Sr** pode
substituir parcialmente e totalmente os sitios do Ca®*, formando, fosfatos de célcio-
estroncio e estroncioapatita [Sri1o(PO4)s(OH),] (MELNIKOV et al., 2015; SILVA et al.,
2015). Pequenas quantidades de Mn?* (0,01 mol/L) na rede da HA sdo suficientes para a
formagéo de subprodutos apos tratamentos térmicos (ARAUJO et al., 2010), enquanto
que a substituicdo do Mg®* é limitada a cerca de 10% da concentragdo em relagdo ao
calcio (Mg?*/Ca"). Acima deste valor, a estrutura ndo consegue mais acomodar os fons,
resultando na formacéo da fase B-TCP ou Mg-B-TCP apos tratamento térmico (LIJUAN
et al.,, 2014; KHAN et al. 2015). Nesse sentido, condi¢es de co-substituicdo sédo
reportadas como um meio de minimizar as distorgdes estruturais, e consequentemente,

aumentar a estabilidade térmica da HA.
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GOPI et al. (2014a) estudaram a substituicdo individual do Sr** e a co-
substituicdo deste com Ce**, com diferentes concentragdes deste Gltimo, pelo método de
precipitacdo em meio aquoso com irradiagcdo de micro-ondas. Os resultados mostraram
que a co-substituicdo destes dois metais na rede da HA melhorou a estabilidade térmica
até 1200°C. SILVA et al. (2015) verificaram que a inser¢do dos contra-ions Na* e CI
em apatitas de célcio e estrdncio, promoveu a estabilizacdo térmica das amostras a
1000°C. Em contrapartida, as apatitas sintetizadas na presenca dos contra-ions NH;" e
NO; (dificilmente incorporados a rede da HA), apresentaram formacdo das fases
fosfato de célcio e fosfato de estroncio apds tratamento térmico. Recentemente,
SAFARZADEH et al. (2019), verificaram que a insercdo simultanea dos fons Mg?*
Si0s*, Zn* e Cu® em hidroxiapatitas, nas seguintes combinagdes : (HA+ Mg + Si),
(HA + Mg + Si + Cu), (HA + Mg + Si + Zn) e (HA + Mg + Si + Cu + Zn) inibiu a
formacéo de fases secundarias, apos tratamento térmico a 900°C/ 2 h.

Apesar destes relatos, nem sempre uma condi¢do de substituicdo simultanea é
capaz de inibir completamente possiveis transformacfes de fases, possibilitando
somente uma diminuicdo de fases menos biocompativeis e formacdo de fosfatos
bifasicos. INCE et al. (2018) observaram a formacdo da fase B-TCP em uma HA
substituida com Mg?*, sendo que a co-substituicio deste fon com o Ni** na rede da HA,
ndo inibiu a formacdo do fosfato tricalcico, sendo que a formacédo desta fase, aumentou
com a elevacdo do teor de Ni nas amostras. REGER et al. (2019) estudaram a
estabilidade térmica de hidroxiapatitas substituidas simultaneamente com Sr, Zn, Ag e
F, e observaram que a inser¢do dos ions afetou a cristalinidade e o tamanho do cristalito
das amostras, além de levar a formacédo das fases B-TCP, ZnO e Ag,0 apds calcinacdo a
1250°C/ 2 h.

Todos esses trabalhos demonstram que a dopagem de apatitas com elementos
biofuncionais, pode levar a problemas de transformacao de fases, sendo que na maioria
dos estudos, estas novas fases formadas ndo séo consideradas quando avaliamos o efeito
bioldgico dos ions. Recentemente, PAL et al. (2019) verificaram a formacéo de dxido
de fosforo e célcio e B-TCP em amostras de hidroxiapatita substituidas com Sr?*, ap6s
calcinagdo a 1200°C e ndo levaram este fato em consideracdo na avaliacdo da
proliferacéo celular. Logo, torna-se necessario estudar de forma criteriosa qual o efeito
bioldgico das fases formadas ap0s tratamentos térmicos em apatitas substituidas, além

de rotas alternativas que evitem transformac6es para a substituicdo de ions na HA.
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4.2. METODO DE TROCA IONICA

O processo de dopagem por troca idnica consiste na imersdo de um material pré-
formado, na forma de p6, bloco poroso, pastilhas, etc, em uma solucdo contendo os ions a serem
incorporados na estrutura de um material. Estes processos sdo fortemente influenciados
pela temperatura, pH, tempo de contato e concentracdo do meio (ZENDEHDEL et al.,
2017, SANGEETHA et al., 2018).

O parémetro temperatura € responsavel pela variacdo da taxa de difuséo dos ions
presentes na superficie para o interior da particula (BARKA et al., 2011). Geralmente, a
temperatura ambiente, a difusdo dos ions em solugédo para o0s sitios no interior da rede
da HA ¢ dificultada, ja que é necessaria uma maior energia térmica para romper as
ligacGes entre os atomos internos, fazendo com que os mecanismos em superficie
(dissolucéo/precipitacdo) sejam predominantes nestes casos. Em altas temperaturas, a
energia térmica é suficiente para quebrar as ligacdes entre os atomos, favorecendo o
processo de troca ibnica e difusdo (VILA et al., 2012; WILLIAMS et al., 2015). Assim,
a temperatura que rege a troca idnica de alguns ions em solucdo, dependera da natureza
do mesmo, no entanto, geralmente observa-se uma maior quantidade de ions trocados
com o0 aumento da temperatura.

MOURABET et al. (2015) verificaram um aumento na remocéo dos ions F~ por
HA, com uma variacdo da temperatura entre 20 e 40°C. GOTO et al. (2016) avaliaram a
capacidade de troca ionica da HA em soluces contendo Sr**, durante 72 h a 25°C, e
perceberam que alguns fons Ca®* foram trocados por Sr?*, no entanto, ocorreu a
formacdo de precipitados de SrCOs, para concentracdes elevadas de Sr?*. LI et al.
(2017) verificaram que metais como Pb*" e Cd®* podem ser inseridos nos sitios de Ca**
por meio dos mecanismos de troca idnica e dissolucdo/precipitacdo ao mesmo tempo, a
uma temperatura de 25°C. Os fons Ca** foram trocados pelos fons Pb?* e Cd** na rede
da HA, seguido da precipitacdo de uma hidroxiapatita de chumbo. Nestes trabalhos, a
HA em suspensé@o (meio aquoso) é submetida a uma fonte de calor convencional, onde
o calor é transferido para o material por convecgdo, condugdo e radiacdo podendo haver
uma lenta taxa de aquecimento, que dificultaria a difusdo dos ions para a rede da HA
(THOSTENSON et al., 1999).

Alguns autores apontam que a utilizagdo de micro-ondas em sintese e
sinterizacdo de HA oferece vantagens como: rapido aquecimento, rapido tempo de

sintese e sinterizagdo, transferéncia de energia uniforme em todo o volume (HASSAN
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et al., 2016; ZHANG et al., 2016; SABU et al., 2019). No aquecimento via-micro-
ondas, a fonte de calor é proveniente da interagdo das moléculas com o campo
eletromagnético aplicado, logo, o calor é gerado no interior do material. Na HA, os
cristais sdo aquecidos indiretamente, atraves da dgua que absorve a energia das micro-
ondas (ANWAR et al., 2018a; SHARMA et al., 2018; SABU et al., 2019). Dessa
forma, a utilizacdo de energia térmica provenientes das micro-ondas, como fonte de
calor para as reagdes de troca ionica, pode potencialmente tornar este processo mais
rapido e eficiente.

A utilizacdo das micro-ondas na sintese da hidroxiapatita foi descrita por
diversos autores, que enfatizaram a rapidez do método e a possibilidade de obtencédo de
HA nanocristalinas e com diferentes morfologias. MISHRA et al. (2014) sintetizaram
nanoparticulas de HA em meio aquoso, por radiacdo micro-ondas, a uma poténcia de
750 W, durante 30 min e obtiveram nanoparticulas homogéneas e com elevada
cristalinidade. AKRAM et al. (2015) utilizaram um forno micro-ondas doméstico para
sintetizar uma HA nanocristalina, variando a poténcia (450, 600 e 800 W) e tempo (10 e
20 min). Os autores observaram que o aumento da poténcia e do tempo de sintese,
promoveu a formacdo de uma HA nanocristalina, na forma de agulhas e bastdes, além
do aumento na cristalinidade. DEMIRTAS et al. (2015) estudaram a precipitacdo de
HA, através do aquecimento via micro-ondas do fluido SBF (simulated Body Fluid) nas
poténcias de 90, 360, 600 e 1200 W, durante 30 min, 5 min, 270 s e 135 s,
respectivamente. Os resultados mostraram que a radiacdo micro-ondas promoveu a
rapida nucleacdo de uma apatita carbonatada e 0 aumento da poténcia possibilitou a
formagéo de uma HA mais cristalina. ZHOU et al. (2015) desenvolveram revestimentos
de HA dopada com Sr** em ligas Ti6Al4V por radiagdo micro-ondas. As ligas Ti6Al4V
foram imersas dentro de uma solucdo contendo precursores de Ca®*, Sr**, PO,> e COs*
e colocadas em forno micro-ondas doméstico, a uma poténcia de 750 W, durante 4 min,
sendo este procedimento repetido mais uma vez. Os revestimentos depositados foram
caracteristicos de uma apatita carbonatada, contendo substituicdes de Sr** nos sitios do
Ca®*. MUBARAKALI (2019) sintetizaram hidroxiapatitas utilizando as micro-ondas, a
uma poténcia de 280 W, durante 10 e 15 min, e obtiveram amostras cristalinas em
forma de agulhas.

Pode-se perceber que na maioria dos estudos, as micro-ondas sdo utilizadas no
processo de sintese da HA, sendo que a literatura ndo enfatiza como esta radiagdo pode

interagir com os cristais de uma apatita ja4 formada, bem como em processos de
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substituicdo de apatitas. No nosso grupo de pesquisa, SIMOES et al. (2018) estudaram
o efeito das micro-ondas sobre a interagdo de fons Ag* em apatitas, por troca idnica, e
verificaram que as micro-ondas potencializaram o processo de troca i6nica, acelerando
as reacdes de reducdo dos ions Ag® e formagdo da fase AgsPO, em comparagdo ao
aquecimento convencional em banho de 6leo. ANWAR et al. (2018b) sintetizaram
hidroxiapatitas substituidas com Mn?* (2 e 4 % em peso), utilizando um forno micro-
ondas (poténcia de 800 W durante 7 min) e observaram que ndo houve a formagéo de
fases secundérias com o aumento da concentracdo de Mn**, no entanto a morfologia
das amostras passaram de hastes para um aspecto ligeiramente esférico. Ja MONDAL et
al. (2019) conseguiram inserir nanoparticulas de Au (0,05, 0,1 e 0,5 % em peso) na
superficie de hidroxiapatitas via micro-ondas em 10 min e observaram a presenca da
fase Au, quando aumentava a concentracdo deste elemento na solucdo. Diante disso,
torna-se necessario avaliar o efeito das micro-ondas nos processos de troca ibnica e
mesmo sobre as caracteristicas dos nanocristais da HA quando estes sdo imersos em

solucBes contendo simultaneamente os fons Mg®*, Mn?* e Sr**,

4.3. ACAO BIOLOGICA DOS IONS Mg?*, Mn?* e Sr**

As substituicdes ibnicas na HA possibilitam a utilizacdo deste material sob um
vasto leque de composicBes, sempre na busca das melhores propriedades bioldgicas.
Sabe-se que o tecido 6sseo é composto principalmente por células dsseas que produzem
uma matriz de coldgeno mineralizada com uma fase inorganica, que consiste em
nanocristais de hidroxiapatita (YILMAZ et al., 2019). Estes nanocristais sdo compostos
por uma hidroxiapatita carbonatada contendo vérias substituicfes ibnicas na sua
estrutura, tais como Ca®*, Na*, K*, Mg?*, Sr**, Zzn**, Mn?*, PO,*, COs*, OH", F', CI', etc
(HOPPE et al., 2011; SPRIO et al., 2011; HABRAKEN et al., 2015). Estes ions
participam efetivamente do processo de remodelacdo da matriz Ossea, através de
interacbes entre os fluidos fisiologicos e as células Osseas (TAS, 2014;
KULANTHAIVEL et al., 2015).

Os fons Mg?* estdo presentes nos 0ssos, esmalte dentario e na dentina, e
participam do metabolismo &sseo, estimulando a proliferacdo dos osteoblastos,
principalmente no inicio da osteogénese (BOANINI et al., 2014; GOPI et al., 2014b;
KHAN et al., 2015; RABIEE et al., 2015; O’NEILL et al., 2018). Além disso, este ion

auxilia no aumento da adesao celular, através de interagdes com as integrinas e reduz o
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risco de osteoporose (STIPNIECE et al., 2014; NABIYOUNI et al., 2015;
NABIYOUNI et al., 2018). KULANTHAIVEL et al. (2015) verificaram melhorias na
proliferacdo e diferenciagdo de celulas MG63 em amostras de hidroxiapatita dopadas
simultaneamente com Mg?* e Co?*. Estudos de COELHO et al. (2019) verificaram uma
melhoria na atividade bactericida de hidroxiapatitas dopadas com 1, 2, 3 e 4 % em peso
de MgO, e que a presenca do Mg?* na forma de 6xido ndo afetou a viabilidade celular
nas amostras.

A presenca do Mn®" no tecido 6sseo influencia no processo de regulacio da
remodelacdo 0ssea e ativa as integrinas, promovendo uma melhoria na adesdo celular
sobre o implante. Sua falta provoca uma redugdo na sintese de matriz inorganica e
retarda a osteogénese endocondral, aumentando o risco de anomalias ou deformacgdes
6sseas (MAYER et al., 2010; TORRES et al., 2014; SUPOVA, 2015). HUANG et al.
(2016) estudaram a co-substituicdo dos fons Mn?* e Sr** na HA e perceberam uma
liberacdo controlada destes ions em meio fisioldgico durante 14 dias, que favoreceu a
proliferacdo e diferenciacdo de células osteoblasticas sobre a amostra. KANDORI et al.
(2018) observaram uma melhor adesdo da proteina albumina do soro bovino em
amostras de hidroxiapatita substituidas com Mn®*, sendo que esta melhoria era
evidenciada com o aumento da concentracdo deste ion na amostra.

O Sr** exibe efeitos benéficos nos processos de formacéo e reabsorcdo 6ssea,
através da estimulacao dos osteoblastos e inibicao da atividade dos osteoclastos. Devido
a isto, € amplamente utilizado nos tratamentos contra a osteoporose (SURMENEV et
al., 2014; LINDAHL et al., 2015; RABIEE et al., 2015, O’NEILL et al., 2018,
SARKAR et al., 2019). HUANG et al. (2017) avaliou a resposta biolégica de
revestimentos de hidroxiapatita substituidas com Ag e Sr sobre superficies de Ti, e
verificou que a entrada do Sr foi capaz de compensar a citotoxicidade da Ag nas células
osteoblasticas, promovendo simultaneamente uma melhor atividade bactericida e
osteogénica nos revestimentos de HA. FRASNELLI et al., (2017) sintetizaram
hidroxiapatitas substituidas com 0 a 100 % mol de Sr e observaram uma melhoria na
proliferacdo celular com o aumento da concentracdo de estroncio ao longo dos 7 dias de
cultura. A substituicdo simultanea de Sr, Si e F em hidroxiapatita promoveram um
aumento na adesd@o e proliferacdo de células osteoblasticas do tipo MG63 (GAO et al.,
2017). Recentemente, BOANINI et al. (2018) depositaram hidroxiapatita substituida
com Sr em substratos de titanio, por evaporacéo a laser pulsado e 0 mesmos observaram

que a amostra que continha Sr, foi capaz de inibir a osteoclastogénese e a diferenciacéo
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dos osteoclastos. Ja LOURENCO et al. (2019) verificaram em sistemas hibridos de
alginato e hidroxiapatita substituida com estréncio, que a presenca deste ion promoveu a
diferenciacdo de células tronco mesenquimais em osteoblastos, além de inibir a

atividade osteoclastica.
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5.1. INSERCAO SIMULTANEA DOS IONS VIA CO-PRECIPITACAO
5.1.1. Sinteses
e Hidroxiapatita pura

Os cristais de HA foram obtidos pelo método de precipitacdo em solucdo
aquosa, através de uma reacdo acido-base, onde uma solucdo de 1250 mL de acido
fosforico (0,220 mol L™) foi adicionada (1,0 mL min™) em uma suspenséo de 1250 mL
de hidréxido de calcio (0,334 mol L™) sob agitacdo constante a 60°C e pH=10 com
adicdo de hidroxido de sodio [Na(OH)]. Apds 24 h de envelhecimento, o precipitado
formado foi filtrado, lavado com agua destilada, até que o sobrenadante atingisse um pH
neutro (pH=7). Posteriormente o po foi seco em estufa a 120°C por 24 h, moido em
almofariz de agata e peneirado através de uma malha de 106 um. Todos os reagentes

foram adquiridos da Sigma-Aldrich e apresentaram grau de pureza > 98%.
e Hidroxiapatitas multissubstituidas

O mesmo procedimento descrito acima foi empregado para sintetizar as
amostras de HA multissubstituidas, os ions foram inseridos de maneira individual, em
duplas e os trés simultaneamente. Os fons Mg?*, Mn®* e Sr** foram adicionados ao meio
reacional da seguinte forma: cloreto de magnésio e cloreto de estrdncio foram
dissolvidos na suspensdo de hidroxido de calcio, enquanto o cloreto de manganés foi
dissolvido no 4cido fosférico para evitar a oxidacdo de Mn?*. A razdo relativa entre os
fons de dopagem e Ca** (M**/(Ca?*+M?*) foi mantida em 0,04 (4% molar). Os reagentes

foram adquiridos a Sigma-Aldrich e tinham pureza acima de 99%.
5.1.2. Processamento do pé

A estabilidade térmica das amostras foi estudada pela calcinagdo dos pos
obtidos, por 2 h a 1000°C sob uma taxa de aquecimento de 2,8°C/min. Sendo assim as
amostras que ndo passaram pelo processo de calcinacdo serdo denominadas de amostras
verdes, enquanto aquelas que passaram pelo tratamento térmico, serdo denominadas de
amostras calcinadas. Para os ensaios de cultura de células, foram feitas pastilnas com
10 mm de diametro e 1,0 mm de altura por prensagem uniaxial dos pds de HA. Apos a
prensagem, as pastilhas foram calcinadas nas mesmas condi¢Ges impostas aos pds como

descrito acima.
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5.1.3. Composicao elementar

A quantificacdo dos elementos foi realizada por espectroscopia de fluorescéncia
de raios X por dispersdo de comprimento de onda (WDXRF) num espectrofotometro
BRUKER (S8 TINGER), a uma tensdo de 40 kV e corrente de 10 mA, sob vacuo. Os
pos calcinados foram prensados em pastilhas e analisados diretamente. Uma curva de
calibracdo foi estabelecida usando um padrdo HA contendo de 0 a 6 % mol de Sr, Mg,
Mn, Ag, Zn, Na, Cl, Si e K, obtido pela moagem do pé de HA pura com 0s reagentes
dos respectivos elementos, em um moinho planetario. Posteriormente a moagem, 0 po

obtido foi prensado e obteve-se as pastilhas dos padrdes de HA.
5.1.4. Caracterizacao estrutural
5.1.4.1. Difragao de raios X e refinamento Rietveld

A identificacdo das fases presentes nas amostras foi determinada por difragéo de
raios X (DRX) em um difratbmetro SHIMADZU modelo XRD 6000 (CuK, A = 1,5405
A; 60 kV, 55 mA, Ni filter; detector de cintilacdo), varrendo 20 de 10° a 60°, no
intervalo de medida de 0,02° e tempo de aquisicdo de 2 s por ponto. Para a identificacdo
e quantificacdo das fases, célculo dos parametros cristalogréaficos e tamanho do cristalito
foi realizado o refinamento Rietveld, através do software X’Pert HighSchore Plus. Os
arquivos CIF (crystallografic information file) 151414, 52783, 68174 e 9863
correspondente as fases Cajo(PO4)s(OH),, CaO, Mn30,4 e MgO, foram utilizados como
base.

O refinamento Rietveld consiste num meétodo computacional que ajusta um
difratograma calculado segundo um padrao cristalografico definido (usando-se arquivos
com informacgdes estruturais tipo CIF) ao difratograma observado (obtido
experimentalmente). O ajuste € realizado de forma a minimizar a soma dos quadrados
das diferencas entre as intensidades observadas e calculadas (método dos minimos

quadrados), de acordo com a equacdo 1 (ZHOU et al., 2018):

R = Z Wi (yi(obs) =Y (calc))2 (1
i

Ondew; é o peso atribuido a cada intensidade, yi(obs) e yi(calc) sdo as
intensidades observadas e calculadas no ponto i.
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A qualidade do refinamento é verificada pelos indicadores estatisticos
denominados Ry, (R-weighted pattern) e Go (goodness-of-fit) representados pelas
equac0es 2 e 3, respectivamente (ZHOU et al., 2018):

R = Xiwi (yi(obs) — Ji (calc))2 )
P Ziwi (Yi(obs))z
_ Xiw; (yi(obs) - Vi (calc))2
Gof = m— (3)

Onde n é o numero total de pontos, ou seja, 0 nimero de intensidades utilizadas
e p € o numero de parametros ajustados. Quanto menores os valores de Ryp € Gy,
melhor é a concordancia do refinamento. Geralmente, valores de Ry, menores que 15 e
Got menores que 5, indicam que o ajuste é aceitavel (LALA et al., 2016; FAHAMI et
al., 2017). Sendo assim, os padrOes de difracdo apresentados neste trabalho foram
plotados de acordo com o0 seguinte esquema: padrdo experimental (amostra), padréo
calculado (CIF), background (linha de base), difference plot (residuo do refinamento:
diferenca entre as intensidades observadas e calculadas), os picos principais dos padroes
de fases e os indices estatisticos de qualidade.

O indice de cristalinidade foi calculado, considerando os picos correspondentes
aos planos (1 1 2) e (3 0 0) da HA, a partir da equacdo 4 (HANIFI et al., 2010;
CACCIOTlI et al., 2011):

I — 1
IC = (1 - l 4 012)(300) be 100%  (4)
Iz00)

Onde lg (12)300) corresponde a intensidade mais baixa entre os picos dos
respectivos planos (1 1 2) e (30 0), I, é a intensidade média da linha de base entre os
picos correspondentes as planos (1 1 2) e (3 0 0), e lo0) corresponde a intensidade
méaxima do pico correspondente ao plano (3 0 0).

A tendéncia de alongamento dos cristais na dire¢do a ou ¢ de uma célula
hexagonal, pode ser estimada pela razdo de aspecto dos cristais, que é calculada através
da razdo entre a intensidade méaxima dos picos correspondentes aos planos

perpendiculares (0 0 2) e (3 0 0) da HA, de acordo com a equacao 5:
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Intensidade ysx (0 0 2)

Razao de aspecto dos cristais= (5)

Intensidade 45 3 0 0)

5.1.4.2. Grupamentos apatiticos

As alteragfes nos grupos moleculares da fase HA foram observadas por
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) em um aparelho
Perkin-Elmer Espectrum BX, no intervalo de 4000 a 400 cm™ com uma resolugéo de 1

cm™, em pastilha de KBr.
5.1.5. Caracterizacao biologica

e Cultura de osteoblastos

Células pré-osteoblasticas de camundongo (MC3T3-E1) foram cultivadas em
frascos de 75 cm? contendo meio de cultura Alpha-MEM (Sigma) suplementado com
10% de soro fetal bovino (SBF) e antibidticos (100 U/mL de penicilina ¢ 100 pg/mL de
estreptomicina) em uma incubadora a 37°C sob atmosfera umidificada de 95% de ar e
5% de CO,. Apods a confluéncia, as células foram tripsinizadas, ressuspensas em meio
completo e contadas em camara de Neubauer. As pastilhas de HA foram esterilizadas
por aquecimento sob ar a 180°C por 2 h. A esterilizacdo por autoclavagem foi evitada
devido a possivel inducdo da transformacdo e dissolucdo da fase superficial. As
amostras foram colocadas em uma placa de cultura e imersas por 1 h em 1000 pL de
meio de cultura Alpha-MEM (Sigma-Aldrich) suplementado com 10% de SBF e
antibioticos. Em seguida, o meio foi descartado e 15 pL de uma suspensdo de células
(contendo 1,0 x 10* células) foram semeados em cada amostra e deixados por 1 h na
incubadora para permitir a adesdo celular na amostra em vez do fundo do poco. Os
pocos foram entdo preenchidos com 1000 pL de meio de cultura suplementado, sendo
este trocado a cada dois dias. As células foram monitoradas apos 7, 14 e 21 dias em
cultura.

e Proliferacdo — MTT

O ensaio de MTT é utilizado para estimar a quantidade de células vivas, através
da anélise da atividade metabolica (PASCUA-MAESTRO et al., 2018; STOCKERT et
al., 2018). Considerando que as células viaveis convertem o sal de tetrazolio amarelo

(MTT) em cristais de formazan azul, que é quantificado por um espectrofotbmetro,
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mede-se o0 valor da absorbancia que é diretamente proporcional ao numero de células
(GRELA et al., 2018; PASCUA-MAESTRO et al., 2018; STOCKERT et al., 2018).
Sendo assim, no nosso estudo, ap6s 7, 14 e 21 dias, as amostras foram levemente
lavadas com solucdo de PBS (tampdo fosfato-salino) para remover as células nao
aderidas. Em seguida, 500 puL de 5 mg/mL de MTT [brometo de 3-(4,5-dimetil-2-
tiazolil)-2, 5-difenil tetrazolio] (Sigma-Aldrich) foram adicionados as células
remanescentes e incubados durante 3 h a 37°C sob uma atmosfera de 95% de ar e 5% de
CO,. Posteriormente, o MTT foi removido e as células foram imersas em 500 uL de
acido isopropanol para dissolver os cristais de formazan intracelular produzidos pelas
celulas vivas. A absorbancia foi determinada a 570 nm utilizando um leitor de ELISA.
O numero de células foi obtido usando uma correlacdo linear entre a absorbancia e a
concentracdo de células MC3T3-E1 (de 1,0x10* a 5,0x10* células/mL). O ndmero de
células foi ajustado para a superficie das amostras e foi expresso em células/mm?. O

experimento foi conduzido em triplicata.
e Diferenciagdo — ALP

A enzima da fosfatase alcalina (ALP) é encontrada em diversos tecidos do
organismo humano, entre eles, o tecido 6sseo, onde a ALP 06ssea indica a taxa de
formacdo Ossea (SARDIWAL et al, 2013). Logo, a diferenciacdo de células pré-
osteoblasticas em osteoblastos, pode ser medida pela desfosforilacdo do p-nitrofenil
fosfato, causada pela enzima ALP presente nas células osteoblasticas (MEYER-
SABELLEK et al., 1988; TANG et al., 2019). Sendo assim, a atividade da fosfatase
alcalina foi avaliada pela hidrolise do p-nitrofenil fosfato (Sigma-Aldrich) em solucéo
tampdo alcalina (solucdo substrato: p-nitrofenil fosfato de s6dio). Em cada ponto de
tempo, as células plagueadas nas superficies foram previamente permeabilizadas em
0,5% de Triton X-100 (etoxilato de octilfenol) (Sigma-Aldrich) em &gua e incubadas
durante 30 min com o substrato. A reacdo foi terminada pela adicéo de 0,1 mol L™ de
EDTA numa solugdo de NaOH a 1 mol L™. A determinacdo colorimétrica do produto
(p-nitrofenol) foi realizada a 405 nm (leitor de ELISA). A atividade de ALP foi
calculada a partir de uma curva padrao (de 50 a 3200 nmol de p-nitrofenil fosfato/L), e
0s resultados foram expressos em nanomoles (nmoles) de p-nitrofenol produzidos por

cada 10 células.
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5.2. INSERCAO SIMULTANEA DOS IONS VIA TROCA-IONICA
5.2.1. Sintese da hidroxiapatita pura

O mesmo procedimento descrito no subitem 5.1.1 foi empregado para sintetizar
a amostra de HA pura, utilizada no processo de troca idnica, com exce¢do no controle

do pH=10, que foi mantido constante com a adi¢éo de hidroxido de amoénio NH,OH.
5.2.2. Interacdo entre os fons Mg®*, Mn®* e Sr** e os cristais de HA

A interacdo entre os fons Mg*, Mn*" e Sr** e os cristais de HA foi avaliada
imergindo-os em uma solucdo contendo os trés ions simultaneamente, variando-se o
tipo de aquecimento. Para avaliar o efeito da temperatura no processo de troca idnica,
duas condigdes de aquecimento foram propostas: o aquecimento convencional (banho
de 6leo em placa aquecedora) e 0 aquecimento por micro-ondas.

e Aquecimento convencional

Para avaliar o efeito do aquecimento convencional sobre a interacdo dos ions
Mg®*, Mn®* e Sr** com os cristais de HA, 200 mg do p6 foram imersos em 50 mL de
solucdo, contendo simultaneamente, nitrato de magnésio, nitrato de manganés e nitrato
de estroncio (0,1 mol L™ de cada fon). A suspensdo foi mantida em banho isotérmico
(6leo de silicone) em placa aquecedora, sob agitacdo constante nas temperaturas de 30,
50 e 80°C durante 4 h. Posteriormente, a suspensdo foi filtrada, lavada com agua
destilada e etanol até o sobrenadante apresentar um pH neutro e seca em estufa a 120°C.
Da mesma forma, para avaliar apenas o efeito do aquecimento e temperatura nos cristais
de HA, o p6 foi imerso apenas em agua destilada, nas mesmas condi¢cdes descritas

anteriormente, como forma de se obter uma amostra controle.
e Aguecimento por micro-ondas

Os cristais de HA (200 mg do pd) foram imersos em 50 mL de solug&o,
contendo simultaneamente, nitrato de magnésio, nitrato de manganés e nitrato de
estroncio (0,1 mol L™ de cada fon). As suspensdes foram aquecidas em forno micro-
ondas (CEM Mars 907501) em um reator de teflon a 100°C, numa poténcia de 800 W

durante 15 min. A suspensdo foi filtrada, lavada com agua destilada e etanol e seca em
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estufa a 120°C. Os cristais de HA também foram imersos em agua destilada, sem a
presenca dos ions metalicos, nas mesmas condi¢Ges descritas anteriormente, como

forma de se obter uma amostra controle.
5.2.3. Composicao elementar

A mesma metodologia descrita no subitem 5.1.3. foi empregada para a
quantificacdo elementar das amostras de HA que foram imersas em solugcdo de agua
destilada e em solucdo contendo os fons Mg?*, Mn?* e Sr%".

5.2.4. Caracterizacao estrutural
5.2.4.1. Difracéo de raios X e refinamento Rietveld

A metodologia descrita no subitem 5.1.4.1. foi utilizada para a identificacdo e
quantificacdo das fases, e no calculo dos seguintes parametros cristalograficos: volume
da célula unitéria, tamanho do cristalito e razdo de aspecto dos cristais, para as
amostras de HA que foram imersas em solugdo de agua destilada e em solucdo contendo

os fons Mg®*, Mn*" e Sr**,

5.2.4.2. Grupamentos apatiticos

A metodologia descrita no subitem 5.1.4.2. foi utilizada na avaliagdo dos grupos
moleculares das amostras de HA, utilizando um espectrofotdémetro VARIAN 640-IR, no

intervalo de 4000 a 400 cm™ com uma resolucdo de 4 cm™, em pastilha de KBr.

5.2.5. Caracterizacdo morfoldgica

A morfologia das amostras de HA pura, HA controle e HA-Mg/Mn/Sr foi
avaliada por Microscopia Eletronica de Transmissdo, em um microscopio modelo JEOL
JEM-1400 Plus. Ja o perfil dos elementos da amostra contendo metais, HA-Mg/Mn/Sr,
foi avaliada por um Microscopio Eletronico de Transmissdo de alta resolucdo JEOL
2100F 200 kV, no Centro Brasileiro de Pesquisa Fisicas (CBPF). Para realizar a analise,
as amostras foram dispersas em alcool etilico absoluto e submetidas a ultrassom durante
5 min. Algumas gotas da suspensdo foram colocadas sobre uma grade de cobre

recoberta com carbono, que foi utilizada para observagdo no MET.
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5.3. ANALISE ESTATISTICA

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e a analise estatistica foi

realizada atraves do ANOVA, utilizando o teste de Tukey, com o limite de significancia

estatistica em p < 0,05.

Resumidamente, as etapas descritas neste capitulo podem ser visualizadas nos

fluxogramas das Figuras 3 e 4.

Insercdo simultanea dos ions
via co-precipitacdo

y

v

Sintese da

hidroxiapatita pura
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hidroxiapatita
multissubstituida
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Envelhecimento dos
cristais (60°C/24 h)
pH 10 [Na(OH)]

\

Secagem 24 h/120°C

Filtragéo
Lavagem
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Sinterizacao
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(prensagem uniaxial)

Sinterizacéo
1000°C/2 h

estrutural

Caracterizacdo quimica e

Caracterizacgéo biologica

Figura 3. Fluxograma da metodologia utilizada no processo de insercao dos ions Mg*",

Mn?®* e Sr**, via co-precipitacéo.
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via troca ibnica
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Figura 4. Fluxograma da metodologia utilizada no processo de insercéo dos fons Mg?*,

Mn?* e Sr?**, via troca ionica.
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CAPITULO 6
RESULTADOS E

DISCUSSOES
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6.1. INSERCAO SIMULTANEA DOS IONS VIA CO-PRECIPITACAO

6.1.1. Composicao

Os resultados obtidos pelo WDXRF demonstraram que a presenca de um
elemento em solucdo durante a reacdo nao afetou a entrada do outro durante o processo
de precipitacdo. A quantidade de Mg incluida nas amostras nao foi significativamente
influenciada pela presencga de Sr e Mn (Figura 5). Da mesma forma, a quantidade de Mn
ndo foi influenciada pela presenga de Mg e Sr, assim como a quantidade de Sr ndo foi
influenciada pela presenca de Mg e Mn. No entanto, a quantidade de Sr sempre foi
menor que a medida para Mg e Mn. Isso significa que, em termos competitivos, a
entrada do Sr** durante o processo de precipitacdo foi menos favoravel que a entrada de
Mg?* e Mn**, uma vez que todos os elementos encontravam-se na mesma concentragéo
no meio reacional.
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Figura 5. Quantidade relativa (% em mol) dos elementos Mg, Mn e Sr nas amostras
medidas pelo WDXRF. *Diferenca significativa em comparag&o com os outros elementos da

mesma amostra.

A energia livre de Gibbs de hidratacdo (- AnigG/kJ mol™) para fons Sr**, Ca*,
Mn** e Mg?* é, respectivamente, 1380, 1505, 1760 e 1830 (MARCUS et al., 1991). Em
geral, é estabelecido que quanto maior a energia de hidratacdo maior a forca de

interacdo entre o ion e agua presente na camada de solvatacdo (DOS SANTOS et al.,
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2002). Essa interacéo forte dificulta interagdes adicionais entre o ion e as interfaces, por
exemplo, em um processo de adsorcdo. Assim, era esperado que a entrada de Mn®* e
Mg®* pelos aglomerados de hidroxiapatita durante a nucleagdo e o crescimento fosse
menos pronunciada do que a observada para os fons Sr?*. Uma vez que a quantidade de
Sr®* presente nas amostras foi menor que a observada para Mn®* e Mg?*, a energia de
hidratagdo ndo deve ser o fator mais importante na quantidade de ions inseridos na
estrutura. A estrutura da HA apresenta dois sitios de Ca®* (Cal e Call), que acomodam
o0s ions substituintes de formas igualmente distintas. A afinidade desses ions por cada
sitio deve ser um fator preponderante na quantidade inserida na estrutura.

Segundo a literatura, cétions com raio menor do que o do Ca*" ou cations
maiores em baixas concentragcdes tendem a se acomodar preferencialmente no sitio do
Ca(l). Em contrapartida, cations maiores sdo preferencialmente acomodados no sitio do
Ca(ll), uma vez que estes sdo escalonados, formando as bordas dos canais hexagonais
das hidroxilas, e possibilitando assim substituicbes mais amplas sem modificar
significativamente a estrutura. (BOANINI et al., 2010). Alguns autores evidenciam a
entrada do Mg®* no sitio do Ca(l), enquanto outros mostram como preferéncia o sitio do
Ca(ll). REN et al. (2010) verificou em analises Rietveld e simulacdo ab initio, que a
ocupacao dos fons de Mg?®* nos sitios Ca(l) é energicamente mais favoravel, pelo fato da
diferenga de energia entre o Mg(l) e Mg(Il) ser de -0,012 eVV. Uma vez que eles séo
menores que os fons Ca®*, a sua acomodacdo é favorecida no sitio do Ca(l). Ja
LAURENCIN et al. (2011) observou uma preferéncia dos fons Mg?* pelo sitio do Ca(ll),
pois a entrada neste sitio gera perturbacdes menos significativas do que quando o
mesmo entra no sitio do Ca(l), confinado entre os tetraedros de PO,>. LALA et al.
(2016), também observaram a preferéncia do Mg?* pelos sitios do Ca(ll).

A ocupacdo dos sitios do Ca** pelo Sr** também apresenta discordancias na
literatura. ZEGLINSKI et al. (2012) verificaram que a entrada de uma pequena
quantidade de Sr** no sitio Ca(l) é favorecida, j& que o deslocamento uniforme dos
tetraedros de fosfato que circundam o sitio do Ca(l), para os canais de hidroxila
vizinhos, permitem uma melhor acomodagéo dos fons maiores de Sr** naquele sitio. Ja
para maiores concentragdes de Sr**, ha uma preferéncia por ambos os sitios, Ca(l) e
Ca(ll). A mesma preferéncia do Sr** pelos sitios do Ca(l) também foi visto por
BOOTCHANON et al. (2017). Recentemente CHENG et al. (2019) mostraram a
preferéncia do Sr** pelo sitio Ca(ll), uma vez que nestes sitios sdo encontradas as

menores distancias entre um cation e o oxigénio, facilitando a ocupacéo.
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No caso do Mn®*, acredita-se que estes substituem preferencialmente os sitios
do Ca (1), causando uma rotacéo dos tetraedros de PO,> adjacentes (BOANINI et al.,
2010). Logo, como o fon Mn?" apresentam uma maior eletronegatividade, este tende a
entrar no sitio do Ca(l), enquanto o Mg®* e Sr** competem pelo sitio do Ca(ll).

As razbes Ca/P medidas para todas as amostras (Tabela 1) variaram de 1,74 a
1,60, sendo os maiores valores observados para as amostras HA e HA-Mg. As amostras
contendo Sr** e Mn®* mantiveram as razbes Ca/P proximas ao valor de uma

hidroxiapatita estequiométrica, 1,67.

Tabela 1. Raz6es Ca/P e (Ca + M)/P obtidas de WDXRF. M = Mg, Sr e/ou Mn.

Amostras Ca/P (Ca+tM)/P
HA 1,74 1,74
HA-Mg 1,68 1,75
HA-Sr 1,66 1,71
HA-Mn 1,65 1,72
HA-MqgSr 1,63 1,74
HA-MgMn 1,65 1,78
HA-SrMn 1,63 1,74
HA-MgSrMn 1,60 1,77

J& as razdes (Ca+M)/P estavam sempre acima de 1,67 (Tabela 1), indicando a
formacdo de hidroxiapatitas ndo estequiométricas, com um excesso de cations ou um
déficit nos grupos fosfato (ELLIOTT, 1994; DOROZHKIN, 2009). Quando estas
variacdes sao valores abaixo de 1,67 indicam a formagéo de uma HA deficiente em Ca?*
(KAYGILI et al., 2015).

6.1.2. Efeito do tratamento térmico

Em muitos casos de reparos 6sseos, é necessaria a utilizacdo de implantes que
apresentem uma resisténcia mecanica consideravel, tornando primordial a utilizacdo de
tratamentos térmicos para alcancar tal objetivo. Logo, com o intuito de avaliar a
estabilidade térmica das amostras de HA, as mesmas foram calcinadas a 1000°C por 2
h. Os refinamentos Rietveld das amostras verdes indicaram a presenca de 100% da fase
HA, para todas as amostras, além da presenga dos principais picos, correspondentes aos
planos (002),(211),(112)e(300) (Figura 6-13).
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Figura 6. Padrédo de difracdo refinado pelo método de Rietveld da amostra HA pura.
Parametros de refinamento: GoF: 2,26 e Rwp: 11,86.
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Figura 7. Padrdo de difracdo refinado pelo método de Rietveld da amostra HA-Mg.

Parametros de refinamento: GoF: 1,86 e Rwp: 11,22.
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Figura 8. Padréo de difracdo refinado pelo método de Rietveld da amostra HA-Mn.

Parametros de refinamento: GoF: 2,24 e Rwp: 8,96.
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Figura 9. Padréo de difracéo refinado pelo método de Rietveld da amostra HA-Sr.

Parametros de refinamento: GoF: 1,52 e Rwp: 12,78.
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Figura 10. Padrdo de difracdo refinado pelo método de Rietveld da amostra HA-MgMn.
Parametros de refinamento: GoF: 2,04 e Rwp: 11,20.
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Figura 11. Padréo de difracdo refinado pelo método de Rietveld da amostra HA-MgSr.
Parametros de refinamento: GoF: 1,99 e Rwp: 10,11.
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Figura 12. Padrdo de difracdo refinado pelo método de Rietveld da amostra HA-MnSr.

Parametros de refinamento: GoF: 1,72 e Rwp: 9,80.
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Figura 13. Padréo de difracdo refinado pelo método de Rietveld da amostra HA-
MgMnSr. Parametros de refinamento: GoF: 2,00 e Rwp: 10,40.
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Ap0s a calcinacdo a 1000°C, a fase de hidroxiapatita tornou-se mais cristalina e
pequenas transformacdes de fase foram observadas, as quais foram adequadamente

quantificadas pelo refinamento de Rietveld (Figura 14-21).
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Figura 14. Padrdo de difracdo refinado pelo método de Rietveld da amostra HA pura

apos calcinacdo a 1000°C. Parametros de refinamento: GoF: 2,36 e Rwp: 11,99.
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Figura 15. Padrdo de difracéo refinado pelo metodo de Rietveld da amostra HA-Mg

apos calcinacdo a 1000°C. Pardmetros de refinamento: GoF: 2,34 e Rwp: 11,86.
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Figura 16. Padrao de difracdo refinado pelo método de Rietveld da amostra HA-Mn

apos calcinacdo a 1000°C. Parametros de refinamento: GoF: 4,14 e Rwp: 11,22.
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Figura 17. Padréo de difracdo refinado pelo método de Rietveld da amostra HA-Sr apos

calcinagdo a 1000°C. Parametros de refinamento: GoF: 2,33 e Rwp: 11,30.
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Figura 18. Padrdo de difracdo refinado pelo método de Rietveld da amostra HA-MgMn

apos calcinacdo a 1000°C. Parametros de refinamento: GoF: 3,62 e Rwp: 10,43.
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Figura 19. Padrdo de difracéo refinado pelo metodo de Rietveld da amostra HA-MgSr

apos calcinacdo a 1000°C. Parametros de refinamento: GoF: 2,24 e Rwp: 11,09.
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Figura 20. Padrdo de difracédo refinado pelo método de Rietveld da amostra HA-MnSr

apos calcinacdo a 1000°C. Parametros de refinamento: GoF: 3,77 e Rwp: 10,74.
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Figura 21. Padrdo de difracdo refinado pelo método de Rietveld da amostra HA-

MgMnSr apos calcinacdo a 1000°C. Parametros de refinamento: GoF: 2,36 e Rwp:
11,69.
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As fases formadas apoOs tratamento térmico estdo resumidas na Figura 22. A
amostra de HA foi transformada durante o tratamento térmico produzindo 5,3 % em
massa de 6xido de célcio (CaO). A insercdo de Mg®* reduziu a formagdo de CaO até
0,3% em massa, mas induziu o aparecimento de 1,8 % em massa de 6xido de magnésio
(MgO). Isso significa a segregacdo de aproximadamente 2,7 % em mol de Mg** da fase
de hidroxiapatita sintetizada. Considerando o desvio padrdo observado para 0s
resultados do WDXRF (Figura 5), pode-se concluir que todos os fons Mg®* foram
segregados da fase apatita, sendo transformados em MgO ap0s a calcinagéo.

A insercdo simultanea de Mg®* e Sr** ndo pareceu afetar o comportamento
exibido pela presenca do Mg** sozinho. Entretanto, a insercdo simultanea de Mg
Mn®* inibiu a formacio de CaO e MgO e favoreceu o aparecimento de 3,6 % em massa
de Mn3O,. Se levarmos em conta os 2,3 % mol de Mn?" medidos na amostra de HA-
MgMn e o erro associado & analise de WDXRF é possivel dizer que todos os fons Mn®*
foram segregados da fase de apatita apds a calcinacdo. O mesmo comportamento foi
observado para a insercdo simultanea dos trés elementos, indicando que o Sr?* teve um
efeito desprezivel nesta transformacdo de fase. Por outro lado, a insercdo do Mn*
sozinho inibiu completamente a formacdo de CaO em relacdo a HA pura, € 0 Mn3O4

também néo foi formado.

100

98 +

96 -
94 -

92 2

4 4
24
04

Figura 22. Composicéo das fases das amostras apos calcinagdo a 1000°C em funcéo dos

Quantidade das fases (% em massa)

elementos de dopagem.
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A pouca influéncia de Sr** nestas transformagdes de fase é evidenciada quando
vemos que a insercdo de apenas este ion reduziu a formagéo de CaO de 5,3 % em massa
na amostra HA pura para 2,0 % em massa, mas ndo modificou as transformacdes
anteriormente atribuidas aos fons Mg** e Mn*". De fato, em qualquer caso néo foi
possivel observar a formacéo de 6xido de estroncio (SrO), sugerindo que o fon Sr’* esta
estabilizado na estrutura da apatita, independentemente da insercdo dos demais ions.

A formacéo dos 6xidos vistos acima, esta relacionada a razdo Ca/P das amostras.
Uma alta razdo (Ca+M)/P para a hidroxiapatita, como foi visto por WDXRF, significa
uma grande possibilidade de segregar os cations em excesso sob a forma de déxidos
durante os tratamentos térmicos, conforme o diagrama de fases abaixo (Figura 23).
Logo, era de se esperar a formacéo da fase CaO, que foi confirmada por Rietveld.

1300
1200 a-TCP+q-CaPO | HA+
| a-TCP
1100 <
O 1000 - «-TCP +p-CaP,0,
?“’ ]
é 900
© 1 CaO +HA
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Relagao Ca/P

Figura 23. Diagrama de fases da hidroxiapatita com base na relacdo Ca/P. (Adaptado de
ALVARES, 2012).

Com 0 aumento dos cations, devido a presenca dos fons Mg?* e Mn®* na rede da
HA, podemos supor que apos calcinagcdo uma parte destes ions permaneceu nos sitios de
Ca®* da HA, enquanto outra parte segregou na forma de 6xidos. As fases de oxido de
Mn formadas durante tratamento térmico sdo (MOREIRA et al., 2016):

535°C 940°C
MnO, — Mn,0; —> Mn;0,

Como a calcinacéo foi realizada a 1000°C, a presenca do Mn3O, esta de acordo

com a temperatura utilizada. Em estudos de ZILM et al. (2015), os autores observaram
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a presenca das fases Mn3O4 e B-TCP ap0s calcinacdo a 800°C em hidroxiapatitas

substituidas com 2 % em mol de Mn, além do surgimento da fase (a-TCP) a 1200°C.

6.1.3. Efeito dos ions na estrutura da hidroxiapatita
6.1.3.1. Grupamentos apatiticos

O processo de precipitacdo ocorreu sem controle da atmosfera, e sob tais
condicBes o CO; pode ser dissolvido no meio reacional resultando em fons COz*
(SILVA et al., 2015). Isso significa que, além dos elementos de dopagem (Mg?*, Mn?* e
Sr**), os fons COs* também estavam disponiveis para serem capturados durante o
processo de precipitacdo. A presenca de COs> nas amostras estudadas foi analisada por
FTIR. As mudancas de intensidade relativa para as bandas de absor¢do v,CO5% e
v4PO,> possibilitaram estimar um nivel relativo de COs* presente nas amostras. Os
resultados demonstraram que a presenca dos elementos de dopagem afetou a entrada do
COs>. Em geral, a presenca de Mg?*, Sr** e Mn?* inibiu a entrada de fons COs* (Figura
24), o que pdde ser verificado por uma notavel diminui¢do nas razBes de intensidade
v,CO3%v4PO,> observadas para as amostras sintetizadas. Apds calcinagdo, esta
diminuigdo das razdes de intensidade torna-se acentuada, e as bandas na regiao viPO,>
tornaram-se mais intensas e definidas, significando que os grupos CO3> foram liberados
durante o tratamento térmico sob a forma de CO, (MOREIRA et al., 2016; MARQUES
et al., 2017). Esta liberacdo foi mais pronunciada para as amostras contendo Mn?*, e
menos pronunciada para as amostras HA pura e contendo Sr**. A inclusdo de grupos
COs;> em apatita durante sua precipitacdo é bastante conhecida, sendo também
observada no processo de biomineralizagdo (MARQUES et al., 2003, SANTOS et al.,
2018). Em vérios casos, a inclusdo simultdnea deste ion juntamente com outros
elementos de dopagem em uma rede de apatita pode estabilizar termicamente a estrutura
(MOSTAFA et al., 2011; KUMMAR et al., 2012; SILVA et al., 2015; MOREIRA et
al., 2016).

Como observado por FTIR (Figura 24), a amostra da HA pura exibiu a maior
razdo v,COs*/v4PO,>, com uma substituicdo evidente do tipo B (substituicio dos
grupos PO,> por CO3%) (KOLMAS et al., 2017). Portanto, a alta razdo (Ca+M)/P
medida para a amostra de HA foi provavelmente causada pela insercéo de CO5> nos
locais PO,>. Como dito antes, a razéo v,CO3*/v4PO,> diminuiu significativamente para

as amostras preparadas na presenca dos elementos de dopagem. Nestes casos, os altos
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valores observados para as propor¢des (Ca+M)/P poderiam significar a insercéo efetiva

dos cétions na estrutura da hidroxiapatita, especialmente se considerarmos que nenhuma

outra fase além da hidroxiapatita estava presente nas amostras verdes, como

demonstrado pelo refinamento Rietveld.
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Figura 24. Espectros de FTIR nas regides v4 POs> e v,CO5> e razdes de intensidade

para as bandas de absorcéo v, COs> e v4PO4> antes e depois da calcinacdo a 1000 °C.
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6.1.3.2. Parametros de rede

Para confirmar se os elementos de dopagem foram definitivamente inseridos na
rede de apatita ou foram completamente segregados, como sugerido anteriormente,
analisamos as mudancas no volume da célula unitaria da hidroxiapatita antes e depois
da calcinacio para todas as condicdes (Figura 25). Sendo menor que o Ca®* (1,00 A)
(ELLIOTT, 1994; LALA et al., 2016; NABIYOUNI et al., 2018), o Mg®* (0,72 A)
deveria induzir uma diminuicdo no volume da célula unitaria. No entanto, nenhuma
mudancga significativa foi observada para a amostra de HA-Mg comparativamente a
amostra de HA. E possivel avaliar este comportamento comparando as amostras antes e

depois da calcinagdo. A

533

| H \/erde *
I 1000°C x * -

Volume da célula unitaria (A%)

Figura 25. Volume da célula unitaria calculado a partir da fase HA antes e depois da
calcinagdo a 1000°C em funcéo dos elementos de dopagem. * Diferenga significativa em

relacdo a amostra HA. ** Diferenca significativa entre amostras verdes e calcinadas no mesmo grupo.

Antes da calcinacdo, pode-se supor que o valor do volume da célula unitéaria
medido para a amostra de HA-Mg ja incluia a contragdo de volume promovida pela
insercdo dos fons Mg?* na rede de hidroxiapatita. De forma semelhante, a insercéo de
fons COs* na rede de apatita também é conhecida por diminuir o volume da célula
unitaria (FEKI et al., 1994; SILVESTER et al.,, 2014). Se considerarmos que a
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quantidade de COs* inserido nas amostras de HA foi consideravelmente maior do que
na amostra de HA-Mg, pode-se concluir que a contragdo de volume induzida pela
insercdo de Mg?* na amostra de HA-Mg foi equilibrada com a contragdo induzida por a
insercdo de COs* na amostra de HA. Isso parece ser confirmado porque apds a
calcinacdo, o volume permaneceu 0 mesmo para as amostras de HA e HA-Mg. Ou seja,
ap6s a liberacio dos fons Mg®* e CO5%, a fase restante da hidroxiapatita adquiriu uma
composi¢gdo mais proxima de sua estequiometria padrdo nas amostras HA e HA-Mg.

Ao contrario do Mg?*, o fon Sr** aumentou significativamente o volume da
célula unitaria das amostras HA-Sr, HA-MgSr, HA-MnSr e HA-MgMnSr (Figura 25).
Por ser maior que o Ca*", o fon Sr** (1,18 A) é conhecido por esta tendéncia de
aumentar o volume da unidade celular da HA (XU et al., 2018). GENG et al. (2016) e
DORDEVIC et al. (2018) relatam a expansdo dos parametros cristalograficos da HA,
ap6s ser substituida com Sr®*, devido ao maior raio i6nico deste cation, em relacdo ao
Ca®*, confirmando a entrada deste fon na rede da HA. Uma vez que o Sr** néo é
segregado durante a calcinagdo sob a forma de SrO ou outra fase rica em Sr (Figura 22),
sua permanéncia na rede manteve inalterado o aumento de volume mesmo apds a
calcinacdo. Portanto, é possivel dizer que todos os fons Sr** inseridos nas amostras estdo
incluidos na fase de hidroxiapatita.

Os fons Mn**, por sua vez, tiveram a tendéncia de diminuir o volume da célula
unitaria (Figura 25). Uma vez que o fon Mn?* apresenta raio idnico menor (0,83 A) que
o do Ca** (1,00 A), a contracdo de volume causada pela insercio dos fons Mn?* na rede
HA é claramente evidenciada (MOREIRA et al., 2016). No entanto, ap6s calcinagdo
pode-se observar um volume da célula unitaria proximo ao da HA. Como discutido
anteriormente, a insercdo do Mn** sozinho foi favoravel uma vez que nenhuma
transformacdo de fase foi verificada, logo, podemos associar que a saida do COs>, fez
com que célula unitaria adquirisse o padrdo de uma HA estequiométrica. Ja em
associagdo com o0 Mg**, os fons Mn®* foram completamente segregados como Mn3O4, 0

que explica o volume da célula unitaria equiparavel ao da HA.
6.1.3.3. indice de cristalinidade

A insercdo de fons com tamanhos diferentes ao Ca** resulta numa distorcéo na
rede da HA, ocasionando uma perda do ordenamento estrutural que leva a diminuicao
da cristalinidade da mesma (REGER et al., 2019). Um estudo basico do indice de
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cristalinidade relativa das amostras € mostrado na Figura 26. Percebe-se um aumento na
cristalinidade apos tratamento térmico independente do ion substituinte, como era
esperado. Avaliando o comportamento das amostras verdes, observa-se que a entrada
individual do Mn?* levou a uma diminuicdo da cristalinidade da HA, comparada as
amostras de HA pura e as amostras HA-Mg e HA-Sr, sendo que esta apresenta uma
maior cristalinidade com relagdo a HA pura.
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Figura 26. indice de cristalinidade calculado a partir da fase HA antes e depois da

4

calcinagdo a 1000°C em funcéo dos elementos de dopagem. "Diferenca significativa em

relacdo a amostra HA.

Pode-se supor que os fons Mg?* contribuem para uma condicao de cristalinidade
equiparavel aquela observada para a HA pura. Ja para 0 Mn?*, ao observar as amostras
HA-Mg/Mn, HA-Mn/Sr e HA-Mg/Mn/Sr percebe-se que a associacdo do Mn com 0s
outros ions traz uma condicdo de melhor ordenamento estrutural em comparacdo a
entrada apenas desse fon. Considerando que as amostras contendo o fon Sr** apresentam
os maiores indices de cristalinidade, este parece ser o ion responsavel por reestabelecer
o ordenamento da rede. Como os raios idnicos do Mg®* e Mn?* sdo menores que o do
Ca®*, a associagdo deles leva a uma condicdo onde néo existe qualquer compensacéo
das forgas trativas geradas pela sua entrada nos sitios do célcio, levando a uma

desordem maior da estrutura. A entrada do Sr®* (raio i6nico maior dentre 0s outros
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dopantes) na estrutura da HA pode gerar uma condi¢do de compensagdo das regides

trativas pela introdugdo de zonas compressivas na estrutura.

6.1.3.4. Tamanho do cristalito

Com relacdo ao tamanho do cristalito, observa-se que a presenca dos ions no
momento da sintese, teve pouco efeito no crescimento dos cristais, uma vez que ndo ha
diferenca significativa entre as amostras substituidas com os fons Mg?*, Mn** e Sr*

com relacdo a amostra de HA pura, antes e depois da calcinacéo (Figura 27).
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Figura 27. Tamanho do cristalito calculado a partir da fase HA antes e depois da
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calcinacdo a 1000°C em funcdo dos elementos de dopagem.

De forma geral, as amostras verdes exibiram um tamanho de cristalito com
valores proximos aquele da amostra de HA pura, sugerindo que o tempo de
envelhecimento de 24 h, durante o processo de sintese, foi suficientemente alto para que
todas as amostras atingissem o seu limite maximo de crescimento nas condicOes
estabelecidas. Apos calcinacdo, as amostras apresentaram um aumento no tamanho do

cristalito, independente do ion presente.

6.1.3.5. Razao de aspecto dos cristais
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A inclusdo de ions na rede da HA, afeta a razdo de aspecto do cristal, ou seja,
pode-se observar alongamento dos cristais ao longo de um dos seus eixos
cristalogréficos, no caso da HA, estes correspondem ao eixos a e c. Para uma HA pura a
razdo entre as intensidades medidas para os picos relativos aos planos (00 2) e (300) é
de 0,67. Amostras que apresentam valores de razdo de aspecto do cristal maiores que
0,67 indicam uma tendéncia de crescimento dos cristais ao longo da dire¢do c.
Contrariamente, valores menores que 0,67, indicam um crescimento dos cristais ao
longo da direcdo a (DOS SANTOS et al., 2010). A razdo de aspecto dos cristais antes e

apos tratamento térmico pode ser vista na Figura 28.
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Figura 28. Raz&o de aspecto dos cristais calculada a partir da fase HA antes e depois da

calcinacdo a 1000°C em funcdo dos elementos de dopagem.

Percebe-se que antes da calcinacdo as amostras substituidas ndo apresentaram
diferenca significativa com relacdo a amostra de HA, sendo que todas tendem a exibir
cristais com alongamento ao longo do eixo cristalografico ¢, ou seja, podem exibir
formatos parecidos com bastonetes ou agulhas. Apos calcinagdo, as amostras passaram
a exibir um cristal com aspecto mais esférico (direcdo a), e ndo houve diferenca
significativa com relacdo a amostra HA 1000°C. Segundo SANTOS et al. (2015) a
insercdo de COs® na rede da HA induz um crescimento preferencial do cristal na

direcdo ¢ [0 0 1]. Como foi observada nos espectros de FTIR a presenga dos grupos

67



COs> nas amostras estudadas, podemos dizer que a entrada do carbonato induziu um
crescimento dos cristais na direcdo c, no entanto apos calcinacdo, as amostras passaram
a exibir um aspecto mais esférico (dire¢do a), quando grande parte do carbonato havia
sido liberada na calcinacéo.

6.1.4. Caracterizacao biologica

O efeito bioldgico das fases formadas apds a insercdo dos ions dopantes na rede
da HA foi avaliado através de ensaios de proliferacdo e diferenciacdo celular. Com o
intuito de isolar o efeito de cada elemento no comportamento celular, apenas as
amostras contendo fons individuais de Mg?*, Mn®** e Sr**, e as amostras contendo todos
os trés ions foram comparadas com a amostra de HA pura.

De acordo com a Figura 29, pode-se observar que ap6s 7 dias de cultura, a
quantidade de células foi estatisticamente igual para todas as amostras, exceto a amostra
HA-Mg, que apresentou um menor nimero de células, indicando que os fons Mg?* néo
favoreceu a proliferagdo celular. No entanto, a partir de 14 dias de cultura, o numero de
células teve um aumento significativo para as amostras HA-Mn, HA-Sr e HA-MgMnSr,
sendo que a maior taxa de proliferacdo ocorreu nas amostras contendo Mn?* (HA-Mn e
HA-MgMnSr).
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Figura 29. Perfil de tempo tipico para o crescimento do MC3T3-E1 em amostras de HA

pura e dopadas. * Diferenca significativa em comparagdo com a amostra de HA para 0 mesmo tempo.

** Diferenca significativa entre amostras semelhantes em comparagdo com o primeiro tempo (7 dias).
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O perfil de proliferagdo mostrou um crescimento das celulas ao longo do tempo.
Assim, a taxa de crescimento celular para cada amostra pode ser calculada derivando o
namero de células em funcdo do tempo. Os resultados mostraram que a maior taxa de
proliferacdo ocorreu nas amostras contendo Mn** (HA-Mn e HA-MgMnSr). A amostra
de HA-Mn apresentou a maior taxa de proliferacdo entre todas as amostras (91 = 26
células mm?dia™), seguida pela HA-MgMnSr (76 + 2 células mm™dia™). A menor taxa
foi verificada na HA (10 + 2 células mm™ dia™). Embora a amostra HA-Mg tenha o
menor nimero de células em 7 dias de cultivo, a taxa de proliferacdo foi ainda maior
que a HA até o final dos 21 dias (36 + 2 células mmdia™). De acordo com os dados de
composicdo de fase (Figura 22), todos os fons Mn®* foram inseridos na rede para a
amostra de HA-Mn, mas na amostra de HA-MgMnSr este ion foi segregado como
Mn3Os, entretanto a insercdo de Sr** e Mg?* foram confirmadas. Pode-se supor que o
manganés esta desempenhando um papel mais significativo na proliferacdo celular,
provavelmente devido ao seu papel na ativagdo de integrinas a ligantes, estimulando a
atividade dos osteoblastos e a ligagio destes ao substrato (LUTHEN et al., 2007; BOSE
et al., 2013). HUANG et al. (2013) cultivaram células MC3T3-E1 em discos de titanio
revestidos com hidroxiapatita dopada com Mn?* e demonstraram uma maior taxa de
proliferacdo em comparagdo ao revestimento com hidroxiapatita pura apos 7 dias,
corroborando com nossos resultados.

O efeito benéfico de um Unico elemento dopante na estrutura da apatita parece
ndo ser o mesmo quando este elemento esta associado a outros elementos. Efeitos
inibitorios e estimulatorios sobre a atividade celular podem ser produzidos a partir dessa
combinagdo (BOSE et al., 2011; ROY et al., 2013). Essas mudancas na atividade séo
causadas por alteracbes fisico-quimicas nas amostras de fosfato de calcio, como
transformac6es de fase, cristalinidade e solubilidade, induzidas pela presenca dos ions
(BOSE et al., 2011). Portanto, o efeito de um elemento de dopagem pode ser superposto
por outros fatores, em vez de seu proprio efeito sobre o comportamento celular. Por essa
razdo, nossos resultados devem ser interpretados como uma funcdo da composicdo de
fases observada para cada amostra apés a calcinacdo. De acordo com os resultados
apresentados na Figura 22, varias amostras mostraram uma pequena quantidade de
oxido em suas composicdes. Com excecdo de Mn3zO,4, CaO e MgO apresentam alta
reatividade em agua, gerando Ca(OH), e Mg(OH), como produtos, respectivamente. Os
produtos de solubilidade do Ca(OH), (pKsp =5,18) e Mg(OH), (pKsp = 11,14) a 25 °C

sdo muito menores do que o conhecido para 0 Mn3O,4 (pKsp = 54,15), indicando que o

69



Ca(OH), e Mg(OH), podem ser prontamente dissolvidos em ambientes aquosos desde
que se formam.

E possivel observar que a taxa de proliferagdo celular foi menor nas amostras
que apresentaram as fases CaO e MgO (HA, HA-Mg e HA-Sr) (Figura 29). Poderiamos
supor que estes dxidos foram dissolvidos e formaram Ca(OH), e Mg(OH),, aumentando
0 pH do meio e consequentemente diminuindo a proliferacéo celular (ZHU et al., 2016).
No entanto, antes do cultivo celular sobre as amostras, as mesmas foram imersas no
meio suplementado por 1 h, afim de que estes oxidos ja fossem dissolvidos, e nao
permanecessem na superficie das amostras. Em seguida um novo meio de cultura foi
colocado e as células foram cultivadas. Portanto, a maior parte dos 6xidos reativos nao
estava mais na superficie quando as células foram cultivadas a superficie das amostras.
Além disso, o efeito prejudicial do CaO poderia ser questionado pelo fato de que a
maior concentracdo desse oxido foi encontrada na amostra de HA pura. Entretanto, no
7° dia, a quantidade de células nesta amostra foi a mais alta medida entre todas as
amostras estudadas. Portanto, ndo parece coerente atribuir a diminuicdo da taxa de
proliferacdo a presenca desses Oxidos. Provavelmente, os ions dopantes tiveram um
papel importante nesse comportamento. Por exemplo, se excluirmos o possivel efeito
negativo atribuido ao CaO, o aumento na taxa de proliferacdo celular pode ser
facilmente correlacionado com a presenca dos fons Sr®* nas amostras.

Os ensaios de diferenciacdo celular sdo caracterizados pela producdo da proteina
ALP, secretada pelas células depois de sintetizada, indicando a presenca de osteoblastos
maduros ap6s a proliferacdo (SEO et al., 2010). Os pré-osteoblastos, como as células
MC3T3-E1, se diferenciam em osteoblastos, em um processo que envolve trés estagios.
Primeiramente ocorre a fase de proliferacdo, onde os pré-osteoblastos (células MC3T3-
E1) se multiplicam, ocorrendo uma intensa sintese de DNA e divisdo celular. Em
seguida, ocorre o estdgio de maturacdo da matriz, caracterizado por uma intensa
producdo de ALP, indicando uma diferenciacdo das células em osteoblastos. Por fim,
ocorre a fase de mineralizacdo da matriz, onde as células demonstram a atividade da
ALP e os nddulos mineralizados (PETERSON, 1987; KOENEMAN et al., 1999;
MAGNUSSON et al., 1999; CICUENDEZ et al., 2017). Aqui, a presenca de
osteoblastos maduros apés a fase de proliferagdo é indicada pela producdo de ALP. O
mecanismo exato dessa fungdo enzimatica ndo e completamente elucidado, mas parece

agir tanto para aumentar a concentracdo de fosfato inorganico, um agente de
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mineralizacdo, como para reduzir a quantidade de pirofosfato extracelular, um inibidor
da formacao de minerais (GOLUB et al., 2007).

No nosso estudo, a producdo de ALP pelas células atingiu os maiores valores
apos 7 dias de cultura para todas as amostras (Figura 30). O comportamento foi o

inverso do observado para proliferacédo, o que esta de acordo com a literatura.
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Figura 30. Diferenciagéo celular para o crescimento de MC3T3-E1 em amostras de HA
pura e dopadas. * Diferenca significativa em comparagéo com a amostra de HA para 0 mesmo tempo.

** Diferenca significativa entre amostras similares em comparac¢éo com o Gltimo tempo (21 dias).

A amostra de HA-Mg apresentou o maior nivel de ALP, enquanto exibiu uma
das menores taxas de proliferacdo. Portanto, pode-se supor que o Mg?* estimulou a
diferenciacdo mais rapidamente do que os outros ions dopantes. Em um relato anterior
na literatura, XUE et al. (2008) demonstraram que os fosfatos de célcio dopados com
Mg®* favorecem a ligacéo celular osteobléstica, a proliferacéo e a producéo de ALP. A
amostra HA-Sr apresentou uma producdo de ALP estatisticamente menor que a HA
pura, apos 14 e 21 dias. Ao mesmo tempo, a amostra de HA-Mn apresentou a maior
taxa de proliferacdo e apresentou um nivel diminuido de ALP se comparado com a
amostra HA-Mg. Pode-se concluir que a HA dopada com Mn** aumenta a diferenciacéo
de osteoblastos mais do que a HA pura, e menos que a HA-Mg. Isto indica que, embora

os fons Mn?* tenham acelerado o crescimento celular, também atuaram melhorando a
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producdo de ALP (diferenciacéo de osteoblastos) comparativamente com a HA pura nos
primeiros 7 dias.

Também é importante notar que o aumento na proliferacdo celular (Figura 29)
promovido pelos fons Mn?* na HA-Mn foi mantido na amostra HA-MgMnSr.
Provavelmente, a presenca de Mn3O,4 nesta Ultima amostra garantiu esse mesmo efeito.
No entanto, o0 aumento da diferenciagéo (Figura 30) induzido pela presenca de MgO na
amostra de HA-Mg € notavelmente reduzido na amostra de HA-MgMnSr. Note que
nesta Ultima amostra, todos os fons Mg?* sdo preferencialmente incluidos na rede HA e
ndo na forma MgO. Isto indica que o efeito do Mg?* no aumento da diferenciacdo é
bastante dependente da fase em que os fons Mg?* estdo incluidos, provavelmente devido
as diferencas de solubilidade e, portanto, libertacdo no meio de cultura.

Considerando ambos os ensaios de proliferacdo e diferenciacdo, todas as
amostras de HA dopadas apresentaram resultados satisfatorios, em comparacdo com a
HA pura. O fon Mn*" se destaca, pois sua incorporacdo na apatita foi mais eficiente e
apresentou uma excelente taxa de proliferagdo aos 21 dias e uma diferenciagéo precoce
aos 7 dias, indicando que os osteoblastos maduros estdo proliferando. No entanto, os

fons Mg®* exibindo o comportamento celular oposto, merece uma atencéo especial.

6.2. INSERCAO SIMULTANEA DOS iONS VIA TROCA-IONICA

Como ja foi mostrado anteriormente, a insercdo de metais na rede da HA,
geralmente € realizada durante a sintese da mesma. No entanto, a possibilidade de
dopagem por troca idnica pode trazer uma praticidade na utilizacdo deste biomaterial,
podendo-se usar uma HA ja formada e apenas inseri-la numa solucdo contendo os ions

metalicos desejados, algum tempo antes da utilizagio (SIMOES et al., 2018).

6.2.1. Composicao

As analises de WDXRF indicaram a presenca dos elementos Mg, Mn e Sr, nas
amostras submetidas a imersdo em solugdo contendo os ions (Figura 31), indicando a
interacdo efetiva desses elementos com os cristais de HA, seja por adsor¢do ou por
efetiva difusdo no bulk, em ambos os tipos de aquecimento. Verificou-se que apés
aguecimento via micro-ondas as amostras apresentaram uma maior quantidade de Mg,

Mn e Sr, em comparacdo ao aquecimento convencional. Neste Gltimo, a quantidade
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molar dos elementos permaneceu inalterada com o aumento da temperatura, exceto para
0 Mna 80°C.

% molar do elemento

30°C 50°C 80°C Micro-ondas
HA-Mg/Mn/Sr

Figura 31. Porcentagem molar de Mg, Mn e Sr em HA apds troca ibnica por

aquecimento convencional (30, 50 e 80°C) e por micro-ondas. * Diferenca significativa entre

cada elemento, entre 0 aquecimento convencional comparado ao aquecimento por micro-ondas.

Quando a HA ¢ imersa em solucdo aquosa, ocorre a liberacdo dos fons Ca?*,
PO,> e OH" via dissolucdo (RODENAS et al., 2005; ASTALA et al., 2008; ZHU et al.,
2018). Ao serem expostos as micro-ondas ocorre um aquecimento por perda dielétrica
das moléculas de agua que formam a camada de solvatacdo ao redor desses ions,
acarretando numa desordem maior dessa camada (THOSTENSON et al., 1999). Isso faz
com que o0s ions se tornem mais disponiveis para interagir novamente com a superficie
remanescente dos cristais da HA. Num processo de re-precipitacdo, esses ions acabam
por formar uma nova camada de apatita pouco ordenada sobre a superficie dos cristais
remanescentes (BROWN et al., 1999; BENGTSSON et al., 2009). De igual forma, os
fons Mg?*, Mn** e Sr** em solugéo sofrerdo 0 mesmo processo de desordenamento das
suas camadas de solvatacdo, tornando-0s mais susceptiveis a interagir em processos de
adsorcéo e troca ibnica. 1sso faz com que esses elementos sejam facilmente adsorvidos
na superficie remanescente da HA ou ainda se envolvam diretamente na constituicao
estrutural da nova fase precipitada de apatita.

Nos casos estudados, percebe-se um aumento do teor dos elementos quando

utiliza-se as micro-ondas. Se considerarmos tratar-se de um processo de adsor¢ao em
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superficie, podemos dizer que 4 h seria um tempo suficiente para se atingir o equilibrio,
especialmente para os trés ions estudados conforme a literatura (ROSSKOPFOVA et
al., 2011; YUAN et al., 2013; SASAKI et al., 2014; NISHIYAMA et al., 2016;
METWALLY et al., 2017). Portanto, a quantidade medida de cada ion nas amostras
poderia ser aproximada a concentracdo de equilibrio. Considerando-se que a
concentracdo no equilibrio aumenta com a temperatura, podemos assumir que o
processo de adsorc¢do foi endotérmico. Portanto, com um forte carater entropico. XIA et
al. (2019) verificaram que o fon Sr** é adsorvido de forma endotérmica pela HA, em pH
6, em 10 h, variando a temperatura e concentracdo em 293,15 K a 333,15 K e 10 a 300
mg/L, respectivamente. Logo, pode-se inferir que o aumento da entropia no solvente ao
redor dos ions, pela acdo das micro-ondas, acaba por induzir sua adsor¢do a custa da
quebra das ligagdes intermoleculares previamente existentes entre a agua e os sitios de
superficie na camada hidratada (RAPOSO et al., 1998).

Foi possivel perceber ainda que uma maior quantidade do fon Mn?* e Sr** esteve
presentes nas amostras (Figura 31). Dessa forma, a HA apresentou a seguinte ordem de
preferéncia de captura; Mn?* > Sr** > Mg?*, independentemente do tipo de aquecimento
utilizado. Sobre a seletividade de substituicdo do Ca** por cations em apatitas, define-se
que cations com raio idnico na faixa de 0,9 a 1,3 A e com eletronegatividades elevadas
tem mais facilidade de substituirem os sitios de Ca?* (MATSUNAGA et al., 2008;
MOBASHERPOUR et al., 2012; HAFSTEINSDOTTIR et al., 2015). Os fons Ca*,
Mn**, Sr¥*, Mg®*, apresentam raios ionicos de 1,00 A, 0,83 A, 1,18 A e 0,72 A, e
eletronegatividades de 1,00, 1,55, 0,95 e 1,31, respectivamente (ALLRED, 1961;
SHANNON, 1976). O Sr”* possui um raio iénico dentro do intervalo estabelecido, no
entanto, apresenta um valor de eletronegatividade préxima ao do Ca?*, enquanto que o
Mg®" apresenta um maior valor de eletronegatividade e um menor raio idnico, podendo
ser a causa de serem observados em menores quantidades. J4 o fon Mn** possui raio
ibnico mais proximo do Ca®* e eletronegatividade mais elevada, o que pode ter
contribuido para que fosse capturado em maior quantidade.

A razdo Ca/P da amostra de HA pré-sintetizada, ou seja, aquela que nao foi
submetida a nenhum tipo de aquecimento, foi igual a 1,67 (Figura 32), indicando a
formacgéo de uma HA estequiométrica. Apds aquecimento convencional acima de 50°C
e via micro-ondas, percebe-se um aumento da relacdo molar Ca/P para as amostras que
foram imersas em solucdo contendo apenas agua (HA controle). Com a imersdo das

amostras na solucéo contendo os fons Mg®*, Mn®* e Sr?*, as razdes Ca/P mantiveram-se
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abaixo daquelas observadas para as amostras controle, sendo que no aquecimento
convencional estes valores estiveram entre 1,55 e 1,64, enquanto no aquecimento via

micro-ondas este valor foi de 1,78.
2.0

Il HA-sintetizada
1 I HA-controle (imersao em H,0) *

I HA-MgMnSr (imersao em H,0 + Mg*"+Mn*"+Sr*")

*
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I **
T T T T
30°C

HA sintetizada 50°C 80°C Micro-ondas
Amostras

1.9

1.8 1

Razao Ca/P

Figura 32. Relagcdo Ca/P das amostras antes e depois da troca i6nica por aquecimento

convencional (30, 50 e 80 °C) e micro-ondas. * Diferenca significativa entre as amostras

controle em comparacdo com a amostra de HA sintetizada. ** Diferenca significativa entre a amostra
HA-MgMnSr em relagdo a respectiva amostra de controle. *** Diferenca significativa entre a amostra

HA-MgMnSr submetida a aquecimento convencional em comparagéo ao aquecimento por micro-ondas.

O aumento da razdo Ca/P podem ser explicadas pela precipitacdo superficial de
uma camada rica em fosfatos de calcio mais acidos (HPO.4?, etc) e com entrada efetiva
de COs* (STANISLAVOV et al., 2018). A diminuicdo da razdo para as amostras
imersas em presenca dos fons parece apontar a ocupacdo efetiva dos sitios do Ca®* por
esses ions, uma vez que razdes inferiores a 1,67 indicam a existéncia de vacancias nos
sitios cationicos e OH", sugerindo uma saida dos fons Ca®*" para a solucdo aquosa e
entrada dos fons Mg*, Mn®* e Sr** em alguns sitios catidnicos remanescentes
(VANDECANDELAERE et al., 2012).

6.2.2. Efeito dos ions na estrutura da hidroxiapatita

6.2.2.1. Parametros de rede

A analise de DRX da HA sintetizada e das amostras de HA antes e apds imersao

em solucéo contendo os fons Mg**, Mn*" e Sr**, para ambos os tipos de aquecimento
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(Figuras 33-41), evidencia a presenca dos picos correspondentes aos planos (0 0 2), (21 1),

(112)e(300) caracteristicos da fase HA, sem a formacéo de outras fases.
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Figura 33. Padrdo de difracdo refinado pelo método de Rietveld da amostra de HA sem

aquecimento. Parametros de refinamento: GoF: 1,93 e Rwp: 10,66.
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Figura 34. Padréo de difracdo refinado pelo método de Rietveld da amostra de HA
aquecida em banho de éleo apds imersdo em agua destilada (H,O) a 30°C.

Parametros de refinamento: GoF: 2,51 e Rwp: 9,42.
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Figura 35. Padrdo de difracdo refinado pelo método de Rietveld da amostra de HA
aquecida em banho de 6leo apés imersdo em solugdo aquosa contendo os fons Mg?*,
Mn** e Sr** (H,0 + Mg®*, Mn®* e Sr**) a 30°C. Parametros de refinamento: GoF:

1,88 e Rwp: 9,53.
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Figura 36. Padrdo de difracdo refinado pelo método de Rietveld da amostra de HA
aquecida em banho de 6leo apds imersédo em agua destilada (H,O) a 50°C.
Parametros de refinamento: GoF: 2,63 e Rwp: 9,81.
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Figura 37. Padrdo de difracdo refinado pelo método de Rietveld da amostra de HA
aquecida em banho de 6leo apés imersdo em solugdo aquosa contendo os fons Mg?*,
Mn** e Sr** (H,0 + Mg®*, Mn?* e Sr**) a 50°C. Parametros de refinamento: GoF:

2,39 e Rwp: 9,67.
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Figura 38. Padréo de difracdo refinado pelo método de Rietveld da amostra de HA
aquecida em banho de éleo apds imersdo em agua destilada (H,O) a 80°C. Parametros
de refinamento: GoF: 2,47 e Rwp: 9,23.
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Figura 39. Padrdo de difracéo refinado pelo método de Rietveld da amostra de HA
aquecida em banho de 6leo apés imersdo em solugdo aquosa contendo os fons Mg?*,
Mn* e Sr** (H,0 + Mg®*, Mn®* e Sr**) a 80°C. Parametros de refinamento: GoF: 1,94 e

Rwp: 8,47.
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Figura 40. Padréo de difracdo refinado pelo método de Rietveld da amostra de HA
aquecida em formo micro-ondas ap6s imersdo em agua destilada (H,0). Parametros de

refinamento: GoF: 1,74 e Rwp: 8,96.
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Figura 41. Padrdo de difracdo refinado pelo método de Rietveld da amostra de HA
aquecida em formo micro-ondas apds imersao em solucdo aquosa contendo 0s ions
Mg®*, Mn*" e Sr** (H,0 + Mg?*, Mn?* e Sr**). Parametros de refinamento: GoF: 1,95 e
Rwp: 9,18.

Uma possivel insercdo dos fons Mg®*, Mn®** e Sr?* nos sitios de Ca** da HA, foi
avaliada em termos das varia¢des nos parametros de rede da célula unitaria, através de
refinamento Rietveld. Verificou-se um aumento no volume da célula unitéria para a fase
HA quando a amostra é submetida a aquecimento por micro-ondas, apenas na presenca
da agua (HA controle) (Figura 42). Isso significa que o aquecimento por micro-ondas
induz um aumento do volume da ceélula unitéria, indicando transformacfes mais
efetivas. Como dito anteriormente, a exposi¢do as micro-ondas causa uma desordem na
camada de solvatagdo dos ions da HA, tornando-os mais suscetiveis a interagir com o
meio circundante. Sabe-se também que os grupos OH" tendem a formar ligacGes com as
moléculas de agua, que posteriormente, permanecem adsorvidas nas camadas
superficiais da HA (PRAKASH et al, 2017; CAMARGO et al., 2018). Logo, podemos
sugerir que as micro-ondas favoreceu o processo de interacdo entre os ions OH™ e as

moléculas de agua, modificando o volume da célula unitéria.
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Figura 42. Variacdo do volume da célula unitaria das amostras submetidas a troca idnica

por aquecimento convencional e micro-ondas. * Diferenga significativa entre as amostras
controle em comparagdo com a amostra de HA sintetizada. ** Diferenca significativa entre a amostra
HA-MgMnSr em relacdo a respectiva amostra controle. *** Diferenca significativa entre a amostra HA-

MgMnSr submetida a aquecimento convencional em comparagdo com o0 aquecimento por microondas.

Ao mesmo tempo, a presenca dos ions metalicos em solucdo ndo alterou
significativamente o volume da célula unitaria das amostras, independentemente do tipo
de aquecimento. Observaram-se volumes muito préximos aqueles observados nas
amostras controle, assumindo-se duas hip6teses: primeiramente, que ndo houve entrada
efetiva dos ions na rede (os ions permaneceram em sitios de adsorcéo na superficie). De
acordo com HO et al. (2018) os fons Mg®* e Sr** substituem os sitios de Ca** presentes
nas trés primeiras camadas superficiais da HA, em testes de troca i6nica. A segunda
hipotese seria que a entrada simultdnea dos ions foi coordenada de modo que os
parametros permanecessem praticamente inalterados. Foi demonstrado (SILVA et al.,
2015; MOREIRA et al., 2016) que a entrada de um Unico ion na rede da HA é sempre
dificultada pelas tensdes induzidas pelas diferencas de tamanho e carga em relagéo aos
sitios originais. Uma forma de se anular tais tensdes seria a inser¢do simultanea de
outros elementos de tamanhos e cargas diferentes. Portanto, o resultado obtido nesse
trabalho pode ter uma relagdo direta com a acomodacédo equilibrada dos ions nos sitios

da HA, de modo a se produzir as menores distorgdes possiveis na nova estrutura.
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6.2.2.2. Tamanho do cristalito

Tambem foi verificado que, no aguecimento convencional, ocorreu uma reducgédo
no tamanho do cristalito das amostras imersas em solucdo contendo os ions, com
relagdo as respectivas amostras controle (Figura 43). J& 0 aquecimento via micro-ondas
promoveu uma reducdo acentuada no tamanho do cristalito quando a HA foi imersa
apenas em agua, apresentando o mesmo resultado na presenca dos ions metalicos.

I HA sintetizada
I HA-controle (imersao em H,0)

I HA-MgMnSr (imersao em H,0+Mg® +Mn*"+Sr*")

55 - l
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Tamanho do cristalito (nm)

HA sintetizada 30°C 50°C 80°C Micro-ondas

Amostras

Figura 43. Variacdo do tamanho do cristalito das amostras submetidas a troca iénica por

aquecimento convencional e micro-ondas. * Diferenca significativa entre as amostras controle
em comparagdo com a amostra HA sintetizada. ** Diferenca significativa entre a amostra HA-MgMnSr
em relacdo a respectiva amostra controle. *** Diferenca significativa entre a amostra HA-MgMnSr

submetida a aquecimento convencional em comparagdo com o0 aguecimento via micro-ondas.

No caso das amostras submetidas a acdo das micro-ondas, essa reducdo no
tamanho do cristalito, deve-se a rapida dissolucdo e re-precipitacdo de cristalitos
menores na superficie da HA. A forte interacdo das micro-ondas com a dgua presente na
camada de solvatacédo dos ions pode ter favorecido o processo de dissolugéo dos cristais
(ABDALLAH et al., 2016; ANWAR et al., 2018a). Para as amostras que foram
imersas em solugdo contendo os ions Mg®*, Mn?* e Sr¥*, além dos processos de
dissolugdo, podemos supor que os ions também contribuiram para tal resultado.

JANUSZ et al. (2016) atribuiram a redugdo no tamanho do cristalito das amostras de
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HA que foram imersas em solucdo contendo Sr?*, aos processos de dissolugdo e
precipitagdo que ocorrem durante 0s processos de adsorcdo ou troca i6nica. Além disso,
tem-se o fato de que os fons Mn”* e Mg®* tendem a diminuir o tamanho do cristalito, a0
passo que 0 Sr** tende a manter os cristalitos com tamanhos préximos a de uma HA
controle (BOANINI et al., 2010; HANIFI et al., 2010; ROKIDI et al., 2012). Isso
parece indicar que, de fato, os fons Mn* e Mg®* estdo muito mais nos sitios de
superficie impedindo um crescimento adequado de tamanho de cristalito, ao passo que o

Sr?* entra na estrutura, e acaba no alterando o crescimento do cristal de forma efetiva.
6.2.2.3. Razao de aspecto dos cristais

A mesma tendéncia vista para o tamanho do cristalito foi observada na razéo de
aspecto dos cristais das amostras, apds serem submetidas a aquecimento via micro-
ondas (Figura 44). A razéo de aspecto dos cristais indica uma orientacdo dos cristais nas
direcdes cristalograficas [1 0 0], que corresponde ao eixo a, e [0 0 1], equivalente ao
eixo ¢ de uma célula unitaria hexagonal da HA. Quando a razdo entre as intensidades
dos picos de difracdo referentes aos planos (0 0 1) e (1 0 0) é igual a 0,67, diz-se que
temos um cristal isotrépico, ou seja, mais esférico. Razfes entre as intensidades dos
picos de difracdo superiores a 0,67 indicam uma elongacdo dos cristais na direcdo c,
enquanto que valores menores que 0,67 indicam uma elongacéo dos cristais na direcédo a
(HONG et al., 2007; DOS SANTOS et al., 2010).

Pode-se verificar que os cristais da HA sintetizada apresentam uma razédo entre
as intensidades dos picos de difracdo referentes aos planos (0 0 1) e (1 0 0), em torno de
0,95 e passam a assumir valores ente 0,64-0,67, apos serem submetidos ao aquecimento
via micro-ondas (Figura 44). Ocorre um encurtamento dos cristais na direcdo a (0s
cristais deixam de ter um aspecto alongado, para assumirem um formato mais esférico),
ja quando a HA é imersa apenas em agua, evidenciando um processo de dissolucao dos

mesmaos. Esse perfil € mantido apos a imersédo da HA em solucgéo contendo os ions.
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Figura 44. Variacdo da razdo de aspecto dos cristais das amostras submetidas a troca

iGnica por aquecimento convencional e micro-ondas. * Diferenca significativa entre as

amostras controle em comparagdo com a amostra HA sintetizada. ** Diferenca significativa entre a
amostra HA-MgMnSr em relagdo a respectiva amostra controle. *** Diferenca significativa entre a
amostra HA-MgMnSr submetida a aquecimento convencional em comparagdo com o aquecimento por

micro-ondas.

Como no aquecimento convencional, a interacdo da camada solvatada é menos
efetiva, devido a uma menor distribuicdo de calor na rede da HA, a razdo entre as
intensidades dos picos de difracdo, manteve-se em torno de 0,85-0,9 e 0,78-0,83, apds
imersdo em &gua e em solucdo contendo os ions, respectivamente, indicando um

alongamento dos cristais na dire¢éo c.

6.2.2.4. Grupamentos apatiticos

As bandas caracteristicas dos grupos OH", PO, e CO3*, foram estudadas por
FTIR (Figura 45-46), em todas as amostras estudadas. Regifes caracteristicas do
estiramento v4PO,> sdo observadas entre 620 cm™ - 540 cm™, sendo que estas bandas
ndo sofreram alteracdes apds imersdo em agua e em solugdo aquosa contendo 0s ions
Mg®*, Mn?* e Sr**, sendo semelhantes ao espectro da HA pura. A presenca do estiramento

v, correspondente a OH" foi visto em 633 cm™ (Figura 45).
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Figura 45. Espectros de FTIR das bandas de absorc&o na regi&o v4P04>dos nanocristais

de HA sem aguecimento e aquecidos em banho de 6leo e em forno micro-ondas apés

imersdo em agua destilada (H,O) e em solugdo aquosa contendo 0s ions Mg, Mn* e
Sr?* (H20 + Mg, Mn** e Sr%).
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Figura 46. Espectros de FTIR das bandas de absorcédo na regido V,CO3% dos nanocristais
de HA sem aguecimento e aquecidos em banho de 6leo e em forno micro-ondas apés
imers&o em agua destilada (H,0) e em soluc&o aquosa contendo os fons Mg?*, Mn®* e

Sr** (H,0 + Mg*, Mn*" e Sr?%).
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A presenca dos grupamentos COs> (Figura 46), é caracterizada por bandas
alargadas nas regides entre 885 cm™ - 855 cm™, caracteristicas de substituices do tipo
A (substituicdes dos fons OH™ por COs*) em 880 cm™, do tipo B (substituicdes dos
grupos PO,* por COs*) em 871 cm™ e carbonato ndo apatitico em 866 cm™, aqueles
que sdo fracamente adsorvidos na superficie (GOMEZ-MORALES et al., 2013;
BARADARAN et al., 2018). Estas bandas foram observadas em todos o0s espectros,
independentemente do tipo de aquecimento utilizado, podendo observa-las ja na HA
pura (sem aquecimento), indicando que a entrada do COs* ocorreu no momento da
sintese (EICHERT et al., 2007).

Nas experiéncias de troca idnica, a mudanca de pH do meio pode acarretar na
formacao das espécies 4cidas de fosfato (HPO4*), sendo caracterizada na literatura por
bandas nas regides de 617 cm™, 551 cm™ e 535 cm™, que correspondem aos grupos
PO,> n3o-apatiticos, HPO,* apatitico e ndo-apatitico, respectivamente, se sobrepondo
as bandas na regido v4PO,> (EICHERT et al., 2007). Estes fosfatos &cidos passam a
compartilhar o mesmo ambiente do carbonato, dificultando a entrada destes nos sitios
do PO,*. No entanto, nos espectros da regido v,COs* das amostras estudadas podemos
observar substituicbes do tipo B, para todas as condi¢cdes de aquecimento. Estudos
feitos por SIMOES et al. (2018) mostraram a presenca das bandas caracteristicas dos
grupos HPO,* apatitico, HPO,* nio apatitico e PO,> ndo apatitico e bandas referentes
a0 v,COs* do tipo B e COs* ndo-apatitico nos espectros de absorcdo em amostras de
HA submetidas a troca iénica com fons Ag® por aquecimento em banho de éleo e
micro-ondas. Os autores observaram a presenca das bandas referentes & v,COs> do tipo
A, apenas nas amostras submetidas a aquecimento por micro-ondas, que induziu um
aumento no volume da célula unitidria. Como nossas amostras foram submetidas a
condicdes de aquecimento semelhantes, podemos sugerir que também ha a presenca de
espécies acidas de fosfato. Sendo assim, a forte interagdo das micro-ondas com a agua é
capaz de promover uma maior entrada de HPO,*, concomitantemente a entrada dos
fons COs* do tipo A e B, o que levou ao aumento no volume da célula unitéria ja

guando a HA é imersa apenas em agua, conforme visto anteriormente.

6.2.3. Caracterizacdo morfoldgica

A morfologia das amostras da HA antes e ap0s imersdo em solugdo contendo 0s
fons Mg?*, Mn?* e Sr?* foi avaliada por microscopia eletronica de transmissdo, e est&o

ilustradas nas Figuras 47-49. A amostra de HA pura (Figura 47), ou seja, amostra que
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ndo passou por processo de troca ibnica, mostrou a presenca de uma aglomeracdo de
nano-particulas de HA, exibindo cristais alongados em forma de agulhas.
Nanoparticulas aglomeradas também foram observadas nos pés de HA-controle-80°C
(Figura 48), no entanto, estas apresentaram um aspecto mais arredondado, indicando um
processo de dissolucdo dos cristais, quando a HA é colocada em meio aquoso acido. A

presenca de espécies adsorvidas na superficie da HA, ndo foi observada apos a troca

ionica, em solugo contendo simultaneamente os ions Mg, Mn®* e Sr** (Figura 49).

Figura 47. Imagens de MET com escalas de 200 nm e 100 nm dos cristais de HA sem

aquecimento.

Figura 48. Imagens de MET com escalas de 200 nm e 100 nm dos cristais de HA aquecidos

em banho de 6leo ap6s imersdo em &gua destilada a 80°C.
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Figura 49. Imagens de MET com escalas de 200 nm e 100 nm dos cristais de HA aquecidos

em banho de 6leo ap6s imers&o em solucdo aquosa contendo ions Mg, Mn*" e Sr** a
80°C.

O mapeamento dos elementos por EDS (Figura 50) da amostra de HA aquecida
em banho de 6leo ap6s imersdo em solucdo aquosa contendo fons Mg®*, Mn?* e Sr** a
80°C mostra uma distribuicdo uniforme dos elementos no cristal de HA, sem a

formacéo de precipitados dos elementos, agregados na superficie.
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Figura 50. Imagem de MET de um cristal de HA e 0 mapeamento dos elementos por
EDS, mostrando célcio (vermelho), fésforo (roxo), magnésio (azul escuro), manganés
(azul claro) e estroncio (verde) na amostra de HA aquecida em banho de 6leo apos

imersdo em solucdo aquosa contendo fons Mg, Mn?* e Sr** a 80°C.
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Uma vez que tanto no aquecimento convencional quanto no aquecimento por
micro-ondas, ndo foi observada a formacédo de outras fases nos nanocristais de HA apds
imersdo em solucdo contendo os fons Mg?*, Mn?* e Sr**, pode-se pensar que a
morfologia das amostras submetidas a aquecimento por micro-ondas seguem a mesma
tendéncia observada para as amostras submetidas a aquecimento convencional a 80°C,
ou seja, devem apresentar cristais manomeétricos com um aspecto mais arredondado,
considerando os resultados de tamanho do cristalito e razdo de aspecto dos cristais,

vistos anteriormente.
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O método de precipitacio em meio aquoso permitiu a insercdo dos fons Mg?*,
Mn®" e Sr** na rede da hidroxiapatita, além da incorporacdo do CO3%, proveniente da
sintese sem controle da atmosfera, acarretando na formacdo de uma HA ndo
estequiométrica. Em consequéncia disso, apés calcinagdo a 1000°C, ocorreu a formacéo
da fase CaO na amostra de HA pura. Para as amostras substituidas com os fons Mg*,
Mn®" e Sr**, a calcinacdo acarretou a formagdo das fases CaO, MgO e MnzO,. A
insercdo do Mg”* na rede da HA foi capaz de minimizar a presenca da fase CaO, mas
promoveu o surgimento da fase MgO. A introducéo do Mn?*, de forma concomitante ao
Mg**, inibiu a formacdo do MgO, mas levou a formagdo da fase MnsO., além de
provocar uma diminuigdo no volume célula unitaria. No entanto, sua associagdo com o
Sr?* foi capaz de inibir a presenca desta fase. A entrada do Sr** promoveu um aumento
no volume da célula unitaria e o surgimento das fases CaO e MgO, quando em
associagdo aos fons Mg?*, indicando que os fons Sr** tendem a entrar nos sitios de Ca*",
enquanto 0 Mg®* é segregado. A insercdo dos trés fons simultaneamente acarretou na
formagéo da fase Mn3O,,

Quanto a resposta biologica, foi percebido que a forma como os ions estdo
inseridos na rede (substituindo os fons de Ca®* da HA ou segregados na forma de
Oxidos), ndo afetou negativamente a resposta celular em comparacgdo ao controle (HA
pura). Os fons Mg®* estimularam a diferenciagdo dos pré-osteoblastos mesmo quando
segregados da estrutura HA na forma de MgO. No entanto, a presenca de MgO retardou
a proliferacdo celular. Ao mesmo tempo, 0os fons Mn?* aumentaram a proliferacdo
celular e induziram a produgdo de altos niveis de fosfatase alcalina (ALP),
independentemente de estarem inseridos na estrutura de HA ou estarem segregados na
forma de Mn3O.. A presenca de Sr** na rede da HA ndo afetou o comportamento
celular, pois tanto a proliferacdo quanto a producdo de ALP foram comparaveis aquelas
observadas para o controle.

Os resultados obtidos nos ensaios de troca-ionica por imersdo em solugdo aquosa
contendo Mg®*, Mn?** e Sr** indicaram que a maior parte dos fons permaneceu numa
camada hidratada da superficie dos cristais, sem difusdo significativa para o bulk. O
aquecimento via radiagdo micro-ondas aumentou a concentragdo dos ions nas amostras
de HA, em comparacdo ao aquecimento convencional, sugerindo a efetiva acdo das

micro-ondas sobre a camada de solvatacéo que envolve os ions em solucéo.
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Os resultados apresentados neste trabalho demonstram a necessidade de

aprofundamento nos temas seguintes:

e Estudo dos mecanismos de adsorcao e troca i6nica na HA ap0s imersao
em solucdo contendo os fons Mg®*, Mn®* e Sr**, individualmente e em
pares;

e Estudo dos mecanismos de adsorcdo e troca idnica em cristais de HA
calcinados a 1000°C;

e Estudo da resposta bioldgica das amostras de HA apds imersdo em

solucdo contendo os fons Mg?*, Mn?* e Sr*".
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