688

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE

PRO-REITORIA DE POS-GRADUACAO E PESQUISA

PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIA E
ENGENHARIA DE MATERIAIS (P2CEM)

\\

Y ﬂ

N LUENDD CRESCI4

TESE DE DOUTORADO

EFEITO DO MANGANES SOBRE A ESTRUTURA CRISTALINA DA
HIDROXIAPATITA

PAULO HENRIQUE OLIVEIRA JUNIOR

SAO CRISTOVAO - SE
ABRIL DE 2021



PAULO HENRIQUE OLIVEIRA JUNIOR

EFEITO DO MANGANES SOBRE A ESTRUTURA CRISTALINA DA
HIDROXIAPATITA

Orientador: Prof. Dr. Euler Araujo dos Santos

Coorientador: Prof. Dr. Nilson dos Santos Ferreira

SAO CRISTOVAO - SE
ABRIL DE 2021



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA BIBLIOTECA CENTRAL

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SERGIPE

J95e

Junior, Paulo Henrique Oliveira
Efeito do manganés sobre a estrutura cristalina da hidroxiapatita
/ Paulo Henrique Oliveira Junior ; orientador Euler Araujo dos
Santos. - Sao Cristévao, 2021.
105 f.:il.

Tese (doutorado em Ciéncia e Engenharia de Materiais) —
Universidade Federal de Sergipe, 2021.

1. Ciéncia dos materiais. 2. Hidroxiapatita. 3. Oxidos de
manganés. 4. Nanoparticulas magnéticas. |. Santos, Euler Araujo
dos orient. Il. Titulo.

CDU 66.017




EFEITO DO MANGANES SOBRE A ESTRUTURA CRISTALINA DA

HIDROXIAPATITA

Paulo Henrigque Oliveira Janior

Tese submetida ao corpo docente do PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM
CIENCIA E ENGENHARIA DE MATERIAIS da Universidade Federal de Sergipe como

parte dos requisitos necessarios para a obtengdo do grau de DOUTOR em CIENCIA E
ENGENHARIA DE MATERIAIS.

Aprovada por:

A

Pr?nyMArau jo dos Santos

|
A

| PR
f\\uu’mzi \‘\/\A—L\\ AL '-J.é)\'f

"Profa. Dra. Andrea Machado Costa

(i i o

Prof. Dr. Victor Hugo Vitorino Sarmento

B .r:-v-_ — A o S~
“NeX

Prof. Dr. Luis Eduardo Almeida

oy

Profa. Dra. Rpsane Maria’Pessoa Betanio Oliveira

SAO CRISTOVAO - SE

ABRIL DE 2021



“Seja vocé quem for, seja qual for a posi¢dao social que vocé tenha na vida, a mais alta
ou a mais baixa, tenha sempre como meta muita for¢a, muita determinacéo e sempre faca
tudo com muito amor e com muita fé em Deus que um dia vocé chega la. De alguma
maneira vocé chega la.” AYRTON SENNA

Dedico esse trabalho aos meus
pais, irmaos e amigos pelo incrivel
apoio, amor e dedicagdo na minha
vida.



Agradecimentos

Em primeiro lugar agradeco a Deus por tudo. Sem a presenca dele, nada seria
possivel na minha vida. Aos meus pais Paulo Henrique e Joana Francisca, por sempre
confiarem nos meus sonhos e objetivos. Aos meus irm&os Leonardo Dante e Luis Neto,
pela amizade, companheirismo e conselhos em todos os momentos. A toda a minha
Familia, pelo apoio.

Ao prof. Dr Euler Araujo, que se mostra sempre um excelente profissional com
muita humildade, simplicidade, sabedoria e muita paciéncia sempre amando o que faz.
Professor, obrigado por ser um dos responsaveis pela conquista dessa etapa.

Agradeco aos colegas de laboratorio, que acompanharam toda a peleja e pela
ajuda.

Agradeco e dedico imenso carinho aos amigos Lucas Santana e Mario Rodrigues
pelo apoio, conversas e bons dialogos desenvolvidos que me ajudaram a crescer como
pessoa e profissional na busca por conhecimentos.

Agradeco as agéncias de fomento CAPES, CNPqg e FAPITEC/SE pelo apoio
financeiro para a realizagdo dessa pesquisa.

A todos os professores do departamento pelo conhecimento adquirido, pelo apoio
e pelos momentos de descontracdo. A todos que acreditaram na concretizacdo deste
trabalho.



Resumo da Tese apresentada ao P2CEM/UFS como parte dos requisitos necessarios para
a obtencédo do grau de Doutor em Ciéncia e Engenharia de Materiais (D.Sc.).

EFEITO DO MANGANES SOBRE A ESTRUTURA CRISTALINA DA
HIDROXIAPATITA

Paulo Henrique Oliveira Junior
Abril/2021

Orientador: Prof. Dr. Euler Araujo dos Santos
Coorientador: Prof. Dr. Nilson dos Santos Ferreira
Programa de Pds-Graduacdo em Ciéncia e Engenharia de Materiais

Resumo

O manganés (Mn) pode desenvolver propriedades magnéticas em hidroxiapatitas (HA)
substituidas, assim como o ferro, cobre, cobalto e saméario, mas com a vantagem de
também controlar diversas atividades celulares. O tipo e grau de ocupacdo dos sitios da
HA e a possibilidade de segregacdo de Oxidos desses elementos durante tratamentos
térmicos definem as propriedades magnéticas resultantes. Por essa razao, o objetivo desse
trabalho foi estudar de forma preliminar como ocorre a acomodacdo do Mn nos sitios de
uma HA carbonatada, bem como seu mecanismo de segregacdo em temperaturas acima
de 800°C com a formacdo de nanoparticulas de Mn30s. Para isso, HAs com cinco
diferentes concentracGes de Mn em relacdo ao célcio foram sintetizadas pelo método de
precipitacdo em meio aquoso: (Mn/(Mn+Ca) = 0, 5, 10, 15 e 20 % at. Usando-se
fluorescéncia de raios X por dispersdo de comprimento de onda, difracdo de raios X,
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier, microscopia eletronica de
transmissao e espectroscopia de fotoelétrons de raios X, ficou demonstrando que 0 Mn
foi inserido na estrutura da HA para todas as concentragdes, perturbando
consideravelmente a sua estrutura cristalina. As regifes dos canais hexagonais de
hidroxila sofreram as maiores perturbac6es, com evidéncias de ocupacdo preferencial dos
sitios de Ca2, principalmente para as amostras verdes com alto teor de COs* em
substituicdo ao PO4>. Quando o COs? € liberado em alta temperatura e a cristalinidade
aumenta, os sitios de Cal parecem mais suscetiveis a ocupacao por Mn. Em temperaturas
acima de 1000°C, o Mn tendeu a ser segregado da estrutura da HA na forma de
nanoparticulas de Mnz0Oa4, via canais de hidroxila, ocupando preferencialmente sitios de
Ca2 no estagio final da segregacdo. A presenca de Mn em diversos estados de oxidacdo
também sugeriu que, além das substituicdes catidnicas, ocorreram também substituicGes
anibnicas de MnO4* nos sitios de POs*. Na sua concentragdo mais baixa, 0 Mn néo
apresentou citotoxicidade frente a osteoblastos humanos. Esses resultados séo essenciais
na compreensdo do comportamento do Mn na HA e sua segregacdo, sendo fundamental
para o desenvolvimento de novas estratégias para a produgédo de arcabougos magnéticos
ativos baseados em hidroxiapatita no futuro.

Palavras-Chave: Hidroxiapatita; Oxido de manganés; nanoparticulas magnéticas;
estrutura cristalina.
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Abstract

Manganese (Mn) can develop magnetic properties in substituted hydroxyapatites (HA),
as well as iron, copper, cobalt and samarium, but with the advantage of controlling several
cellular activities. The occupation of the HA sites by Mn and its segregation from HA
structure during heat treatments can affect magnetic properties. For this reason, the
objective of this work was to study the accommodation of Mn into a carbonated HA, and
its segregation mechanism at temperatures above 800°C yielding Mn3O4 nanoparticles.
HAs with five different concentrations of Mn in relation to calcium were synthesized by
the aqueous precipitation method: (Mn/(Mn+Ca) = 0, 5, 10, 15 and 20 at. %. Using
wavelength dispersion X-ray fluorescence, X-ray diffraction, Fourier transform infrared
spectroscopy, transmission electron microscopy, energy-dispersive X-ray spectroscopy
and X-ray photoelectron spectroscopy, it was possible to demonstrate that Mn was
inserted into the HA structure in all concentrations, strongly compromising its crystalline
structure. The regions around the hydroxyl channels were affected the most, with clear
evidence of preferential Ca2 sites occupation, especially in the samples with a high
content of CO3? replacing PO+*. When carbonate was released at high temperature and
the crystallinity increased, the Cal sites seemed more susceptible to occupation by Mn.
At temperatures above 1000°C, Mn segregated from the HA structure in the form of
Mn3z04 nanoparticles, via hydroxyl channels, preferentially occupying Ca2 sites at the
final segregation stage. The presence of Mn in several oxidation states also suggested
that, in addition to the cationic substitutions, there were also anionic substitutions such as
MnO4* at the PO4* sites. No cytotoxicity was detected for the lower concentration of Mn
regarding osteoblastic cells. These results contributed to clarify the Mn behavior into HA
and its segregation, being fundamental to the development of new strategies to synthesize
magnetic-active hydroxyapatite-based scaffolds in the future.

Keywords: Hydroxyapatite; manganese oxide; magnetic nanoparticles; crystalline
structure.
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por WDXRF. As relacdes Ca/P, (Ca+Mn)/P e Mn/(Mn+Ca) sdo
informadas para cada condicao
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A hidroxiapatita € uma das bioceramicas mais conhecidas e empregadas na
producdo de enxertos, recobrimentos de implantes e arcaboucos para regeneracao/reparo
do tecido 6sseo (SUPOVA, 2015). Sua alta biocompatibilidade e capacidade de
incorporar diferentes ions em sua estrutura (KAYGILI et al., 2014) possibilitam, por
exemplo, a producdo de implantes de hidroxiapatita e enxertos com propriedades
magnéticas (MONDAL et al., 2017). Ferro, cobalto, manganés, samario e cobre estdo
entre os elementos usados para desenvolver propriedades magnéticas na hidroxiapatita
(MONDAL etal., 2017; PETCHSANG et al., 2009; PON-ON, MEEJOO E TANG, 2008;
TAMPIERI et al., 2012). Muitos desses elementos apresentam alta toxicidade e ndo séo
tolerados em aplicagdes biomédicas. No entanto, alguns desses elementos demonstraram
ser capazes de induzir a diferenciacédo de células precursoras de osteoblastos por meio da
ativacdo de cascatas de sinalizacdo especificas, estimulando a regeneracdo do tecido
6sseo. Por exemplo, 0 manganés é conhecido por melhorar a biocompatibilidade da
hidroxiapatita. Seu ion bivalente (Mn2*) vem sendo bastante estudado em associagio aos
fosfatos de calcio (LALA et al., 2017; ROBLES-AGUILA, REYES-AVENDANO E
MENDOZA, 2017; SOPYAN E NATASHA, 2009; TORRES et al., 2014), além de ser
conhecido por estar diretamente envolvido na formagdo Ossea. A deficiéncia desse
elemento no corpo retarda a produgcdo da fase organica da matriz extracelular,
especialmente durante a ossificacdo endocondral (BOANINI, GAZZANO E BIGI, 2010).
Esta propriedade estd associada a ativacdo de cascatas de sinaliza¢do envolvidas na
adesfo de osteoblastos via integrinas (SUPOVA, 2015). O manganés também tem um
efeito notavel na diferenciacdo dos osteoblastos, expresso pela alta producdo de
osteocalcina quando o manganés esta presente na hidroxiapatita (BRACCI et al., 2009),
além de estar associado a uma atividade antibacteriana moderada (YU et al., 2014, 2017).

A estabilizacdo dos ions Mn?* na estrutura da hidroxiapatita é bastante dificil
(PEREIRA et al., 2016; RENAUDIN, GOMES E NEDELEC, 2017). Apds tratamentos
térmicos em alta temperatura, as hidroxiapatitas contendo Mn tendem a se transformar
em outras fases. Os principais fatores que contribuem para essa instabilidade sao os raios
ionicos e eletronegatividades dispares entre 0 Ca®* e 0 Mn?*, e a susceptibilidade dos ions
Mn?* a oxidagdo durante a sintese ou tais tratamentos térmicos. Tipicamente, as fases
provenientes da transformacdo da hidroxiapatita contendo manganés sdo a-fosfato
tricalcico (a-TCP), B-fosfato tricalcico (B-TCP), pirofosfato de céalcio (CPP) e Oxidos de
manganés (MAYER et al., 2003; PALUSZKIEWICZ et al., 2010; TORRES et al., 2014).

Muitas dessas fases exibem menor biocompatibilidade do que a hidroxiapatita. Porém,
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um dos oxidos que pode ser gerado nesse processo é o0 Mn3Oa4. Este dxido é insoltvel em
condicBes fisiologicas (HEM, 1963) e, devido as suas propriedades magnéticas
(NARAYANI et al., 2019), pode ser considerado um material promissor para a producao
de arcaboucos compostos a base de hidroxiapatita magneticamente ativa. Uma vez que as
propriedades magnéticas exibidas pela hidroxiapatita contendo metal de transi¢éo e seus
Oxidos sdo dependentes do tamanho, formato e arquitetura das particulas (KLUENKER
et al., 2018), incluindo a ocupacéo de sitios de hidroxiapatita (KYRIACOU et al., 2013;
ZILM et al., 2018), é extremamente importante entender como 0 manganés se comporta
quando inserido em uma fase de hidroxiapatita.

A alta biocompatibilidade da hidroxiapatita e a segregacdo das particulas de
Mn304 de uma fase de hidroxiapatita contendo Mn pode ser ajustada para a producéo
controlada de nanoparticulas com propriedades magnéticas. Para tanto, ainda é necessario
avangar no entendimento sobre a acomodagio do Mn?* na estrutura da hidroxiapatita, e
buscar respostas para questfes abertas, tais como: (a) o limite méximo de concentragdo
de manganés que pode ser incorporado a hidroxiapatita sem comprometer a sua
estabilidade térmica, (b) as fases possiveis de serem encontradas ap0s tratamentos
térmicos, (c) os provaveis estados de oxidacdo do manganés quando em substituicdo aos
sitios do Ca?*, (d) o mecanismo de segregacio da fase MnzOs, (€) e o efeito do Oxido

segregado sobre o potencial biolégico da ceramica obtida.
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2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo principal deste trabalho é estudar como a acomodacao do manganés na

estrutura da hidroxiapatita afeta as suas propriedades fisico-quimicas e citotoxicas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Sintetizar HA contendo Mn via co-precipitacdo em meio aquoso;

= Estudar o efeito da acomodacgao do Mn na rede cristalina da hidroxiapatita em
baixa temperatura (ambiente até 800°C) e alta temperatura (800 a 1000°C);

= Auvaliar os mecanismos de segregacdo de fase em funcdo da temperatura e
tempo;

= Avaliar a citotoxicidade das amostras contendo Mn frente a células do tipo
osteoblastos humanos da linhagem MG-63.
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3.1 Hidroxiapatita (HA)

Os sais de fosfatos de calcio (CaP) sdo os principais componentes minerais dos
tecidos mineralizados dos vertebrados (BOANINI, GAZZANO E BIGI, 2010; KANNAN
et al., 2008; SADAT-SHOJAI et al., 2013). Ossos e outros tecidos calcificados, como
mostrado na Figura 1, podem ser classificados como compositos naturais constituidos de
biominerais introduzidos em uma matriz proteica, outros materiais organicos e agua
(BOANINI, GAZZANO E BIGI, 2010; KANNAN ET AL., 2008; SADAT-SHOJAI ET
AL., 2013). Entre os CaP, a hidroxiapatita (HA) € a fase cristalina termodinamicamente
mais estavel, similar & fase mineral dos ossos e dentes (BOANINI, GAZZANO E BIGlI,
2010; SADAT-SHOJAI et al., 2013). Entretanto, a HA dos 0ssos, esmalte e dentina
diferem da HA sintética em varios aspectos, tais como nas suas pequenas dimensdes de
cristais, na sua baixa cristalinidade e maior solubilidade, além da presenca de substituintes
ibnicos, como mostrado na Tabela 1. Além da HA, outros fosfatos de calcio também
ocorrem em tecidos bioldgicos, normalmente em calcificagdes patoldgicas, como fosfato
de calcio amorfo (ACP), fosfato dicalcico di-hidratado (DCPD), fosfato de octacalcico
(OCP), fosfato de b-tricalcico substituido por Mg (B-TCMP) (Tabela 2).

Osso Estrutura do Tecido Microestrutura Nanoestrutura

Hidroxiapatita
(~50x25%2nm)

Cristais de Hidroxiapatita | Hélice tripla de colageno
{~ 300 * 1.5 nm)

Fibrilas Mineralizadas

Osteon (Sistema Havers)

(~ 200 pm) \i (s

Lamelas (~7pm)

. Fibrilas de coldgeno (~ 50nm) |

Fibra de colageno (~ 5 ym)
Canal ostednico
Moléculas de colagena

Osso compacto

Vaso sanguineo | Visdo Microscopica

Macro Nano

Figura 1. Estrutura tipica do 0sso em varias escalas. A microestrutura do 0sso
cortical ou compacto consiste em sistemas haversianos (circulos em corte transversal e

vista microscopica) com canais ostednicos e lamelas e, em escala nanomeétrica, a estrutura
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estrutural € composta por fibras de colageno compostas por feixes de fibrilas de colageno
mineralizadas com apatitas bioldgicas (SADAT-SHOJAI et al., 2013).

Tabela 1. Composi¢cdo comparativa e parametros estruturais da HA encontrada
em tecidos calcificados humanos e HA sintetizada em laboratorio pelos métodos
convencionais (KANNAN et al., 2008).

Composicéo )
(% massa) Esmalte Dentina Osso HA
Ca 36,5 35,1 34,8 39,6
P 17,7 16,9 15,2 18,5
Ca/P 1,63 1,61 1,71 1,67
Na 0,5 0,6 0,9 -
Mg 0,44 1,23 0,72 -
K 0,08 0,05 0,03 -
COs? 3,5 5,6 7.4 ]
F 0,01 0,06 0,03 -
Cl 0,30 0,01 0,13 -
Parametros de Rede (+ 0,003 A)
eixo a 9,441 9,421 9,410 9,398?
eixo ¢ 6,880 6,887 6,890 6,886%

& Os dados nessas linhas séo dados da Ref. (DE ANDRADE et al., 2004) do arquivo
CIF utilizados nos refinamentos Rietveld .

A HA possui formula quimica Caio(PO4)s(OH)2 e razdo Ca/P de 1,67, sendo o
fosfato de célcio mais estavel e menos soltvel de todos. Cristais de HA podem apresentar
célula unitaria com duas estruturas cristalograficas distintas (hexagonal ou monoclinica),
com 4 unidades da férmula por célula unitéria; onde uma transicdo de fase do sistema
monoclinico para estrutura hexagonal é observada a 370°C (SANTOS, 2014). A HA sofre
cristalizacdo preferencial no sistema hexagonal, nos quais 0s cristais prismaticos sdo
normalmente terminados em faces dipiramidais (SANTOS E BATISTA, 2016).

A Figura 2 mostra uma representacdo da célula unitaria da hidroxiapatita, onde

pode-se observar os sitios de:
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(a) Fosfato (PO4%), formados por tetraédricos de fosforos (P°*) coordenado a 4
oxigénios (0%);

(b) Cal, onde quatro dos ions célcio (Ca?*) estdo dispostos em colunas paralelas
ao eixo c e rodeados por nove atomos de oxigénio;

(c) Ca2, para outros seis fons calcio (Ca?") arranjados em dois triangulos
equiléteros dispostos ao longo do eixo ¢, chamando canal aniénico;

(d) Hidroxila (OH"), normalmente chamados de canais de hidroxilas.

Tabela 2. Principais sais de fosfato de calcio (SZCZE, HO E CHIBOWSKI,
2017).

Ca/P Nome Simbolo Formula

0,5 Fosfato de calcio monobasico MCPM Ca(H2P04)2-H20

monohidratado
0,5 Fosfato de calcio monobésico MCP Ca(H2PO4)2
1,0 Fosfato de calcio dibasico DCPD CaHPO4-2H20
dihidratado
1,0 Fosfato de célcio dibasico DCP CaHPO4
1,33 Fosfato octacalcico OCP CagH2(POa4)s-5H20
1,5 Fosfato tricalcico do tipo a a-TCP Caz(POa):2
1,5 Fosfato tricélcico do tipo B B-TCP Caz(POa):
12-22 Fosfato de calcio amorfo ACP Cax(POa)y-nH20

1,67 Hidroxiapatita HA Ca10(PO4)s(OH)2

A HA exibe pardmetros de rede a =b = 9,398 A e ¢ = 6,868 A (DE ANDRADE
et al., 2004) e pertencente ao grupo espacial Pes/m, onde P indica o sistema hexagonal
primitivo, 6 indica o eixo principal rotacional de ordem 6 (rotacdo de 60 graus), 0 3
significa deslocamento de meia célula unitaria e m significa plano perpendicular. Além
dos dois sitios de calcio distintos, a HA ainda apresenta os ions fosfatos (PO4*)
acomodados de modo que permitam a formacéo de dois tipos de canais perpendiculares
ao plano basal. O primeiro canal é ocupado por atomos de Cal paralelos aos eixos
ternarios e com didmetro de 2 A, localizados em z = 0 e z = % do pardmetro de rede

cristalino. O segundo canal possui diametro de 3 a 3,5 A sendo formado por fons Ca2
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com, localizados em z = ¥ e z = %. No interior desses canais estdo localizados os ions
hidroxilas (OH") (HEIMANN, 2013; MAVROPOULOS et al., 2004).

Uma das caracteristicas estruturais interessantes da hidroxiapatita é que ela
permite a substituicdo dos ions Ca?*, OH" e PO+> por outros grupos e essas mudangas
ocasionam importantes implicagdes nas suas propriedades estruturais, dependendo do
tipo de substituinte (HEIMANN, 2013). Os efeitos das substituicGes de cations e anions
na HA dependem da fracdo e do tamanho de ion a ser substituido. A HA ¢é eficiente em
acomodar esses dopantes ou aditivos na sua rede durante o processo de sintese, tal fato é
de extrema importancia para suas aplicagdes. As substituicfes apresentam efeito sobre os
parametros de rede, distorcendo o arranjo cristalino primitivo dos ions nas posi¢Ges que
ocupam na estrutura. Em geral, quando o ion incorporado a rede é maior do que o
substituido, espera-se uma expansdo dos parametros de rede. Entretanto, quando o ion

substituto é de tamanho menor, ambos os parametros tendem a diminuir.

Figura 2. (a) Estrutura cristalina da HA (projeta perpendicular ao eixo c) e (b)
projetada no plano (0 0 1) (KANNAN et al., 2008).

A ocorréncia de 2 sitios de calcio traz consequéncias relevantes para as hidroxiapatitas
gue possuem impurezas catidnicas, pois suas propriedades estruturais podem sofrer
mudangas sujeitas ao sitio ocupado pelo cation da impureza. E existe uma grande
variedade de elementos substituintes, tais como: Cu?* (KOKSAL et al., 2019), Zn?*
(KOKSAL et al., 2019), Sr?* (ULLAH et al., 2018), Co** (RENAUDIN, GOMES E
NEDELEC, 2017), Fe?* (WU et al., 2007), Na* (MOSTAFA, HASSAN E ELKADER,
2011), Ag" (JACOBS et al., 2019; SANTOS E BATISTA, 2016), Mn?'
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(PALUSZKIEWICZ et al., 2010) etc. Essas substituicbes normalmente alteram a
cristalinidade, as dimensdes dos cristais, a textura, a estabilidade e a solubilidade da HA.

A HA possui propriedades interessantes para aplicacbes no campo biomédico,
como excelentes biocompatibilidades (ndo induzir respostas biologicas adversas —
reacOes alérgicas e inflamatorias), osteocondutividade (estimular o crescimento de células
0sseas), bioatividade (capacidade do material se unir ao tecido bioldgico), permite a
proliferacdo de células dsseas (fibroblastos e osteoblastos) e hidrofilicidade (afinidade
pela dgua) (BOANINI, GAZZANO E BIGI, 2010; SADAT-SHOJAI et al., 2013). Diante
desses fatos a HA tem sido amplamente estudada e comumente utilizada para vérias
aplicacdes biomédicas, como por exemplo, substituicdo de defeitos dsseos e periodontais,
sistemas de engenharia tecidual, agente de administracdo de medicamentos, materiais

dentarios, revestimentos em implantes 6sseos metalicos, etc.

3.2 Fosfato Tricalcico (TCP)

Ha vaérios ortofosfatos de calcio (Tabela 2) que apresentam aplicagdes biomédicas
além da HA, entre eles se destacam os fosfatos tricalcicos (TCP), sendo que HA e TCP
exibem propriedades bioldgicas diferenciadas. O TCP pode cristalizar em outras formas
polimorficas, onde as temperaturas de transicdo sdo descritas a seguir (1) (CHAAIR,
LABJAR E BRITEL, 2017; GUASTALDI E APARECIDA, 2010; KANNAN et al.,
2008):

1120 —1180°C 1430—-1470°C
B—TCP ————Saq—TCP ————a' —TCP (1)

O fosfato tricalcico do tipo B (B-TCP), também conhecido como whitlockite
(BOANINI, GAZZANO E BIGI, 2010; DICKENS E SCHROEDER, 1974; KANNAN
et al., 2008), é a fase de maior estabilidade térmica até cerca de 1120°C (DOROZHKIN,
2009). Possui formula quimica Cas(POs)2, razdo Ca/P de 1,5 e é mais soluvel que a HA
(DUARTE, 2009).

O B-TCP cristaliza no grupo espacial romboédrico R3c e apresenta pardmetros de
rede a = 10,4352 A e ¢ = 37,4039 A (YASHIMA, SAKAI E KAMIYAMA, 2003), com
21 unidades de Cas(POa)2 por célula unitaria (CHAAIR, LABJAR E BRITEL, 2017;
DICKENS E SCHROEDER, 1974). A estrutura pode ser descrita como tetraedros de
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POs* em camadas e os ions calcio no centro dessas camadas (Figura 3). Possui cinco
sitios diferentes de Ca em sua estrutura cristalina (Figura 4), sendo o sitio Ca4 triplamente
coordenado com atomos de oxigénio e possuindo um fator de ocupacdo de 0,5, ao
contrario dos sitios de Cal, Ca2, Ca3 e Ca5 que sao totalmente ocupados por a&tomos de
Cae coordenados a sete, oito, oito e seis &tomos de oxigénio, respectivamente (KANNAN
et al., 2008).

Figura 3. Estrutura cristalina da B-TCP, projetada perpendicular ao eixo ¢

(KANNAN et al., 2008).

Figura 4. Sitios de Ca na estrutura do B-TCP (esferas cinza representam os &tomos
de célcio e tetraedros rosa representam os grupos fosfato) (RENAUDIN, GOMES E
NEDELEC, 2017).
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As propriedades apresentadas pelo B-TCP s&o: (i) possibilidade de substituicdes
cationicas (para o caso do Mg?*, esse pode substituir os sitios de Ca em até 15% sem
causar mudancas significativas na estrutura), (ii) bioatividade e osteocondutividade, (iii)
biodegradacdo (quando aplicado juntamente com a HA pode acelerar a velocidade de
reabsorcdo da HA) (GHOMASH PASAND et al., 2012; GUASTALDI E APARECIDA,
2010; KIVRAK E TAS, 2010; RANGAVITTAL et al., 2000). Devido ao comportamento
mais biodegradavel o B-TCP, este vem sendo aplicado na ortopedia e odontologia em
preenchimento de cavidades e defeitos 6sseos em associacdo a HA como forma de se
encontrar um equilibrio entre velocidades de degradacdo e regeneracdo do tecidual
(GUASTALDI E APARECIDA, 2010).

O B-TCP pode ser obtido através do tratamento térmico da HA deficiente em
calcio acima de 700°C (ISHIKAWA, DUCHEYNE E RADIN, 1993; KUMTA et al.,
2005; TONSUAADU et al., 2012). As apatitas com razdes Ca/P < 1,67 sdo consideradas
ndo estequiométricas ou célcio deficientes e essa deficiéncia depende das condictes de
sintese, como precipitacdo, hidrolise, pH e temperatura. A deficiéncia em Ca pode ser
criada voluntariamente pela diminuicdo da concentracdo do precursor iénico de Ca ou
aumento da concentragdo do precursor de P durante a sintese, essa perda de Ca?* pode
levar a formacdo de apatitas com outras espécies ibnicas na sua estrutura
(Cayo—x (HPO,) (PO - (0H),_,) (KANNAN et al, 2008; SIDDHARTHAN,
SESHADRI E SAMPATH KUMAR, 2004), como resultado da formac&o de ligacGes de
hidrogénio com grupos POs* (2) (SIDDHARTHAN, SESHADRI E SAMPATH
KUMAR, 2004). O tratamento térmico de tais apatitas pode resultar na formacdo de
misturas bifasicas HA/B-TCP (3) (KANNAN et al., 2008; KIVRAK e TAS, 2010):

P0,*> + H,0 - HPO,*” + OH~ (2)
2800° C
Cayo—x(HPO4)x(PO4)6—x(OH),_x —— (1 —x) Ca;o(P04)6(OH), +
3x Ca3(P0O,), +xH,0, 0<x<1 3
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3.3 Precipitacdo Assistida por Sintese de Micro-ondas

Varios métodos diferentes de sintese sdo propostos para a obtencdo da HA, como
precipitacdo, sol-gel, emulsdo, deposicdo por mimetizacao, eletrodeposicéo, solvotermal,
hidrotermal, micro-ondas, entre outros (DOROZHKIN, 2009; KUMTA et al., 2005; LI1U
etal., 2004; SUPOV4, 2015). Sendo a precipitacdo um dos métodos mais frequentemente
utilizado. Entretanto, a sintese de HA por precipitacdo (Figura 5) exige o controle de
inimeras variaveis que afetam a formacdo da mesma (CUNHA, 2010; HENCH E
WILSON, 1993a).

Bomba peristéltica + Temperatura do

* pH envelhecimento
( + Temperatura da * Duracdo do
Reagnte PO, 4 y Reagdo Particulas @ | envelhecimento }
Controle dopH " — + Tipoeconc.de Envelhecimento \;.. 1. lavagem |- Métodode
(ex. NH,0H) / reagentes — © T "2 Filttagio | secagem — i
R e W ||+ Aditivos (CTAB, 3. Secagem | * Tratamento
Magnéti Ureia, ...) termico
gnética .
Banho com controle Banho com controle Produto Final
de Temperatura de Temperatura HA

Figura 5. Sintese quimica de nanoparticulas de HA por precipitacdo (SADAT-
SHOJAI et al., 2013).

Podemos citar algumas varidveis, como: pH, temperatura de sintese e de
calcinacdo, concentracdo molar dos reagentes, taxa de adi¢do de reagentes, tempo de
envelhecimento e a cinética de reacdo sdo 0s parametros criticos para a pureza e
caracteristicas cristalograficas do produto. Uma rapida precipitacdo durante a sintese
pode conduzir a uma falta de homogeneidade quimica da HA. Sendo uma precipitacao
lenta preferivel, pois o produto obtido é quimicamente mais homogéneo e
estequiométrico. O pH é outro fator de grande influéncia na sintese de HA, sendo
determinante na incorporacio de grupos H.PO., HPOs* e POs* a sua estrutura
(GUASTALDI E APARECIDA, 2010). Os métodos comerciais empregados para
obtencdo de HA por precipitagdo sdo baseados nos métodos de Rathje e também no de
Hayek e Newesely (HENCH E WILSON, 1993b).

O método de Rathje consiste em uma adicdo gota a gota de acido fosforico em

uma suspensdo sob agitacdo de hidréxido de célcio (4):
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6H,PO, + 10Ca(OH), — Ca,o(P0,)s(0OH), + 18H,0 (4)

O produto obtido € posteriormente filtrado, lavado, seco e moido até a formagédo de um
po fino. O grande atrativo desse processo de sintese esta no subproduto de reagéo, agua.

O meétodo de Hayek e Newesely consiste na reacao entre nitrato de calcio e fosfato
de amonio, empregando-se adi¢do de hidréxido de amonio (NH4sOH) para aumentar o pH
da reacgéo (5):

10Ca(NOs), + 6(NH,),HPO, + 8NH,0H — Ca,o(P0,)¢(OH), + 20NH,NO; +
6H,0 (5)

Esse processo de sintese é sensivel a concentracdo de cada um dos reagentes e a variacdes
de pH. Deve-se fazer o controle de todos os pardmetros da sintese para obter-se uma HA
que ndo sofra transformacdes em fases indesejaveis. A sintese por precipitacdo é bem
vantajosa quando comparada a outras rotas de sintese, devido a sua simplicidade e baixo
custo (RIGO, GEHRKE e CARBONARI, 2007). Normalmente, esse método pode ser
combinado com outros métodos ndo convencionais e muito eficientes, ideais para a
producdo de nanoparticulas de HA, como por exemplo sintese por micro-ondas.

Devido aos enormes avangos na técnica de micro-ondas (MW) como uma forma
de aquecimento alternativo, tem ocorrido um continuo interesse na utilizacdo desse
método em sinteses quimicas. A preparacdo de HA via sintese por MW produz cristalitos
de tamanhos homogéneos, além de um aumento na cristalinidade do pé de HA,
porosidade e morfologia (FIHRI et al., 2017). Na figura 6 temos as principais rotas de
sintese por micro-ondas, que consiste na associacdo de varios métodos usados para
preparacdo da HA e MW. Dois fatores de ativacdo contribuem para sintese MW: i) uma
origem puramente térmica, resultando em agitacdo molecular causada pela inversdo do
dipolo com as alternancias extremamente rapidas do campo elétrico (Figura 7), e ii) uma
origem eletrostatica, envolvendo interaces como dipolo-dipolo entre as moléculas
polares e o campo elétrico (HASSAN et al., 2016). Esses fatores tem efeitos diretos na
cinética quimica, através da diminuicdo da energia de ativa¢do (FIHRI ET AL., 2017;
SADAT-SHOJAI et al., 2013).
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Figura 6. Principais rotas das sinteses por micro-ondas para preparacdo de HA
(SADAT-SHOJAI et al., 2013).
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Figura 7. Interagdo de MW com uma molécula dielétrica (por exemplo, molécula
da 4gua) (HASSAN et al., 2016).

O aquecimento por micro-ondas ndo possui grandes gradientes térmicos como
aqueles observados em aquecimentos convencionais 0 que leva a reacgdes eficientes e
uniformes, apresenta um aumento rapido de temperatura, menor consumo de energia e
maior qualidade e propriedades dos materiais sintetizados (FIHRI et al., 2017; SADAT-
SHOJAI et al., 2013). Deste modo, varios materiais nanoestruturados com base na HA
foram preparados pelo método de sintese por micro-ondas na fase liquida, incluindo
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nanoparticulas e nanoestruturas compdsitas para aplicagdes biomédicas (CAl et al., 2015;
PETCHSANG et al., 2009; QI et al., 2013; RAMYA et al., 2014; SZCZE, HO E
CHIBOWSKI, 2017).

3.4 Oxido de Manganés (MnzO4)

O manganés pode formar uma grande gama de compostos sollveis e insoluveis.
Este Gltimo inclui diversos minerais, como rodocrosita (carbonato), rodonita (silicato),
alabandita (sulfetos) e varios 6xidos metélicos. A figura 8 apresenta as condi¢des de
temperatura e pressao de oxigénio nas quais diferentes 6xidos de manganés podem se
formados com diferentes estados de oxidacdo. Dentre eles, 0 Mn3O4 tem despertado

interesse em diversas aplicacBes por suas propriedades quimicas e fisicas.

O 6xido de manganés (Mn304), também conhecido como hausmanita, apresenta
uma estrutura espinélio, de grupo espacial 141/amd (Z = 4) com uma distorcéo tetragonal
devido a existéncia dos fons Mn®* (BAYKAL et al., 2010; VAZQUEZ-OLMOS et al.,
2005). Os ifons manganés sdo distribuidos em sitios tetraédricos (Mn2*) e sitios

octaédricos (Mn®") na célula unitaria do MnsO4 como mostrado na Figura 9.
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Figura 8. Diagrama de estabilidade de Oxidos de manganés em funcdo da
temperatura e pressdo parcial de oxigénio ( DOUGLAS E MCDANIEL, 1994).

Figura 9. Célula unitaria do 6xido de Mn3z04 (VAZQUEZ-OLMOS et al., 2005).
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3.5 Método Rietveld e Mapas de Densidade Eletronica

A caracterizacdo dos materiais dispde de um método de refinamento estrutural, o
Método Rietveld (MR), tal método tem dado enorme contribuicdo na definicdo de
parametros da estrutura cristalina e as espécies atbmicas que ocupam os sitios da rede e
desse modo vem ajudando na compreensdo das propriedades dos materiais (RIETVELD,
1967; RIETVELD, 1969). Primeiramente, 0 MR foi desenvolvido pelo fisico holandés
Hugo M. Rietveld usando dados de difracdo de néutrons para refinamento de estruturas
cristalinas, entretanto, a partir de 1977 o método foi utilizado para refinamento de
difratogramas de raios X (KISI e HOWARD, 2008). O MR consiste em refinar os
parametros estruturais da amostra a partir das linhas de difracdo de um DRX conhecido
(Figura 10) (PAIVA-SANTOS, 2004; MCCUSKER et al., 1999), utilizando um modelo
de pardmetros no célculo de um padrdo de difracéo através das informagdes providas pelo
operador. O refinamento pelo MR ocorre através da minimizacdo do somatério dos
quadrados das diferencas entre as intensidades calculadas e observadas, a partir de um
modelamento matematico (método dos minimos quadrados) (PAIVA-SANTOS, 2004).
O parametro a ser minimizado € o residuo R, que de acordo com a equacao (6) € (ZHOU
et al., 2018; YOUNG, 1993):

R = Ziwi (Yi(obs) - yi(calc))2 (6)

onde w; é 0 peso atribuido a cada intensidade, Yiobs) € Yiccalc) S80 as intensidades observada
e calculada para cada ponto do padréo de difracdo i (na escala 26).

De modo geral, durante o refinamento pelo MR, um grupo de parametros sao
calculados e refinados a partir dos difratogramas observados, sendo 0s principais
(GOBBO, 2009; SANTOS, 2013): (a) fator de escala (correcdo de proporcionalidade
entre o padrdo de difragéo calculado e observado), (b) linha de base ou background (essa
correcdo é realizada a partir dos dados do difratograma e da interpolagdo entre estes
pontos), (c) perfil de pico (um grupo de equagdes analiticas na quais s&o modelados o
perfil de pico, por diferentes tipos de fungdes Pseudo-Voigt, Pearson VII, Gaussian
Lorentz e modificagOes da fungéo de Lorentz), d) fator de estrutura (fornece a intensidade
dos picos de difragcdo, bem como onde os picos devem aparecer no difratograma), (e)

parametros de célula (a indexagdo dos picos no difratograma é realizada a partir dos
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pardmetros de célula e a intensidade calculada), (f) orientacdo preferencial (correcdo de

textura).

- ) :
'
Largura a meia E
Altura - FWHM ! 2

Intensidade Yi(obs)

Intensidade

Figura 10. Pico difratado no raios X, mostrando a intensidade (Yicbs)) € largura a
meia altura (FWHM) (KINAST, 2000).

Sendo que, todos esses parametros devem ser levados em consideracdo na descricdo
analitica do difratograma de raios X.

Os pardmetros mais utilizados para avaliar o indice de concordancia dos
refinamentos s&o Rwp (R-weighted pattern) (7) e GoF (goodness-of-fit) (8) (McCUSKER
etal., 1999; ZHOU et al., 2018):

2iwiVi(obs)~ Yi(calc))?
R, = 7
wp \/ Ziwi(Vi(obs))? (7)
. . . — 2
GoF = \/Zsz(YL(obs) Yi(calc)) (8)
n-p

onde n é o numero de pontos i, € p é 0 nimero de parametros refinados. Quanto menores
os valores obtidos de Rwp e GoF melhor é a qualidade do refinamento. Valores de Rwp
menores que 15 e GoF menores que 5 sdo valores de refinamentos aceitaveis (LALA et
al., 2016; FAHAMI et al., 2017). Segundo YOUNG (1993) além dos critérios numéricos
de Rwp e GoF, devem ser considerados os critérios graficos do refinamento, representado
pela diferenca entre as curvas dos dados calculados e os dados observados e, de modo

obvio, 0 modelo refinado deve continuar aceitavel do ponto de vista fisico e quimico.
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Existem atualmente inGmeros programas computacionais dedicados a
implementacdo do método de refinamento Rietveld, dentre esses programas destacam-se,
devido ao seu uso na literatura o programa Fullprof (RODRIGUEZ-CARVAJAL, 1993)
e HighScore Plus, os mesmo utilizados nesse estudo. A Figura 11 mostra as interfases dos
respectivos programas. Os programas ajustam um difratograma obtido
experimentalmente a um difratograma calculado segundo um padrdo cristalografico
definido (utilizando-se arquivos com informacdes estruturais tipo CIF). GOBBO (2009)
apresenta um fluxograma a ser seguido das etapas realizadas durante o refinamento pelo

programa X’pert HighScore Plus (Figura 12).
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Figura 11. Interfaces dos programas. Fullprof e HighScore Plus.
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Figura 12. Fluxograma das etapas empregadas no refinamento pelo MR no
programa X’pert HighScore Plus (GOBBO, 2009).

Vale salientar que para se obter um bom resultado de refinamento é necessario ter
bons dados do padrdo de difracdo além da experiéncia e capacidade do usuario para
escolher uma sequéncia de parametros a serem refinados.

Como na estrutura da HA podemos ter substituintes i6nicos nos seus sitios e esses
por sua vez modificam além da estrutura da HA também suas propriedades fisicas e
quimicas, se faz de suma importancia a busca por compreensao das interagdes entre as
especies quando essas se distribuem ao longo das estruturas dos materiais (SPALDIN,
CHEONG e RAMESH, 2010; BUFAICAL, 2006). O método Rietveld fornece subsidio
para construcao da estrutura e efeitos dos substituintes na estrutura do material, bem como
0 uso dos programas no refinamento da estrutura nos fornece informacgdes sobre as
interacdes entre espécies nas estruturas dos materiais através dos mapas de densidade

eletronica, estes sdo uteis na busca por uma melhor compreensdo do ponto de vista
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estrutural de quais posi¢des sdo ocupadas pelos cations e anions no plano cristalogréfico
da célula unitéaria, bem como possiveis ocupac¢des ou deslocamentos atdmicos.

A Teoria de Ligacdo de Valéncia (TLV) nos diz que durante a formacédo das
ligacbes quimicas a camada de valéncia dos atomos é deformada e ocorrem mudancas
nas densidade eletronicas (p), enquanto as camadas mas internas permanecem inalteradas
(SHRIVER e ATKINS, 2008). Desse modo, a densidade eletronica (p(r)) total de um
atomo pode ser descrita pela soma das densidades do nucleo e da camada de valéncia (9)
(COPPENS, 1997; KORITSANSZKY, COPPENS, 2001).

A densidade eletronica p (X, Y, Z) numa posicdo (X, Y, z) da célula unitéaria € dado
por (9):

p(x,y,z) = %thkzl[F(hkl)] . pl—2mi(hx+ky+12)] )

onde V é volume da célula unitaria e F(hKl) é o fator de estrutura de cada reflexao (hkl)
(COPPENS, 1997; KORITSANSZKY, COPPENS, 2001).

Por meio da difratometria de raios X e refinamento Rietveld, pode-se calcular
facilmente as densidades eletronicas das estruturas analisadas a partir dos fatores de
estrutura obtidos das fases analisadas. Assim, na difratometria de raios X, a densidade
eletrbnica é calculada matematicamente ao passo que na microscopia eletronica de
transmissdo, as imagens de densidade eletronica sdo obtidas diretamente pelo
espalhamento dos elétrons nas nuvens eletrénicas dos atomos que compdem a fase.

O mapeamento das densidades eletronicas (Ap(r)) obtidos dos refinamentos
contém informacdes relevantes sobre a posicdo dos atomos e distancias de ligacdo. A
possibilidade de se subtrair os mapas de densidade eletrénica obtidos experimentalmente
de uma fase do mapa calculado ou teérico da fase padréo, permite ainda que seja possivel
a avaliacdo detalhada da existéncia de defeitos pontuais (vacancias, atomos
substitucionais e intersticiais) nas fases. A Figura 13 mostra um tipico mapa de Fourier
da diferenca de densidade eletronica obtido via refinamento Rietveld para a fase NazPSea

no plaxo xy em z = 0.
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Figura 13. Mapa de Fourier da diferenca de densidade eletrnica obtido via
refinamento Rietveld para a fase NazPSes no plaxo xy em z = 0 mostrando as posi¢oes de
atomos de P e Na (ZHANG et al., 2015).

Residuos positivos de densidade eletrdnica indicam que atomos mais pesados
estdo presentes nos sitios ou apenas a presenca dos mesmos atomos deslocalizados das
posicOes padrdo na célula unitaria. Da mesma forma, a existéncia de residuos negativos
indica que atomos estdo ausentes naquela regido ou foram deslocados, ou mesmo
substituidos por atomos mais leves (de menores nimeros atdmicos). Portanto, na Figura
13, as regides de densidade mais positivas ao redor do sitio do Na indicam a provavel
existéncia de atomos adicionais em difusdo nessas posi¢des, deslocalizados. Isso
demonstra que os mapas de Fourier sdo de fundamental importancia para o estudo
detalhado de estruturas cristalinas e, principalmente, de dopagem e formagé&o de defeitos

pontuais.

3.6 Substituicdo De Calcio Por Metais Em Apatitas

As propriedades bioldgicas e fisico-quimica da hidroxiapatita podem ser
melhoradas usando substituicdes catidnicas e anidnicas na rede da HA na tentativa de
reproduzir com melhor precisdo a quimica 0ssea, onde temos uma apatita nao
estequiométrica, constituida de substituintes cationicos (Na*, Mg?*, Mn?*, Zn?*, Sr?*) e
anibnicos (COs* ou HPO4*)) (ANWAR E AKBAR, 2018) (Tabela 2). Mesmo pequenas
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substituicdes demonstraram efeitos significativos na estabilidade térmica, solubilidade,
respostas de osteoblastos e osteoclastos in vitro, regeneragdo e degradagao 6ssea in vivo.

A insercdo de Mn na HA induz a formacéo de cristais menores e imperfeitos,
semelhantes aos cristais de uma bioapatita, que sao mais reabsorviveis e, portanto, mais
biocompativeis (MAYER, 2008). O Mn regula a remodelagcéo 6ssea, com diminui¢do de
sintese de matriz orgénica e retardamento da osteogénese endocondral sempre que existe
(SUPOVA, 2015), deficiéncia desse elemento no corpo aumenta a possibilidade de
anormalidades dsseas, como diminuicdo da espessura ou comprimento 0sseo
(MEDVECKY et al., 2006). A importancia do Mn no desenvolvimento e crescimento
6sseo foi relatada pela primeira vez em 1936 (NATASHA, SOPYAN E ZURAIDA,
2008). A suplementacdo com Mn de ratas ovariectomizadas inibiu de forma eficaz a
perda de massa 6ssea (BOANINI, GAZZANO E BIGI, 2010). RAMESH et al. (2007)
relatou que o Mn atuou como aditivo de sinterizagédo da hidroxiapatita e inibiu a formacao
de fase secundaria como o CaO. Estudos realizados por PALUSZKIEWICZ et al. (2010)
sobre HA contendo 1% e 5% em mol de Mn?*, mostrou caracteristicas estruturais de uma
HA. Os resultados do DRX mostram que amostras contendo 5% de Mn sofre uma
transformacéo de fase a 800°C para a-TCP, B-TCP e possuiu a formacdo de MnzOs como
fase secundaria. Apos tratamento térmico a 1250°C toda HA foi decomposta para a-TCP
confirmado por FTIR e Raman. Alguns trabalhos tém conduzido a consideracdes sobre
aspectos ligados a outras formas de inclusdo do manganés na estrutura da HA diferente
de Mn (I1). Em seu trabalho, Mayer et al. (MAYER et al., 2008) tentaram analisar 0s
possiveis estados de oxidagcdo do manganés na estrutura de HA, no entanto concluiram
apenas que boa parte dos 4&tomos de Mn se encontrava na forma de Mn?*, ndo descartando
a possibilidade de mais estados de oxidacdo. Embora a HA substituida por Mn?* ndo
demonstre um desvio significativo da estrutura (LI, TECKNAM E PINGOOI, 2009), a
superficie revestida com HA dopada com manganés exibiu resisténcia superior a corrosao
sobre a superficie revestida com HA (HUANG et al., 2013). Segundo MAYER et al.
(2009) e SINGH et al.(2019) os jons Mn?*, Mg?*, Cu?*, Sr>* e Ni** podem substituir
completamente o calcio na posigdo Ca do B-TCP, entretanto a dopagem desses cations
nos sitios Ca?* na HA n3o é possivel de ser notada.

A obtencdo de Mn30Os em HA dopada com Mn coloca uma possibilidade de
utilizacdo desses sistemas em aplicacGes biomeédicas. Nanoparticulas baseadas em Mn
surgiram como uma nova classe de materiais para imagens por ressonancia magnética

nuclear devido a sua capacidade de contraste. XIAO et al. (2013) demonstraram que
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nanoparticulas de Mn3O4 eram duas vezes mais eficientes que agentes de contrastes
comerciais a base de gadolinio (Gd-DTPA). A Figura 14 demonstra a interacdo das
nanoparticulas com a agua, as nanoparticulas de MnzO4 apresentam uma maior interagdo
com a &gua, por possuir elétrons desemparelhados nos ions Mn?*, justificando assim a
eficiéncia superior das nanoparticulas de Mn3Os, sendo essa eficiéncia associada a
capacidade de uma producéo de imagem superior quando no organismo, pois pode melhor
se relacionar com o meio. As nanoparticulas de MnzO4 foram sintetizadas por uma rota
de sintética simples e verde, na qual foram produzidas nanoparticulas com
biocompatibilidade satisfatdria tanto in vitro quanto in vivo tendo como base na

toxicidade intrinseca do Mn.

Mn,0, nanoparticle Gd-DTPA

®@ © &K © o
Mn O H,O C N Gd

Figura 14. Esquema ilustrativo da interacdo entre o agente de contraste (MnzO4 —
lado esquerdo e Gd-DTPA — lado direito) e agua (XIAO et al., 2013).

CHEN et al. (2006) descreveu a sintese controlada para formag&o de nanocristais
de hausmanita. Neste trabalho, os nanocristais de MnzOs foram preparados por um
método de precipitacgdo homogénea e foram formados monocristais incluindo
nanoparticulas, nanobastdes e nanofractais. A reacao de sintese pode ser descrita a seguir
(10):

3MnCl, + H,0, + 6NaOH > Mn30, + 6NaCl + 4H,0 (10)
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Onde NaOHq foi gotejado em solucdo contendo os reagentes a 200°C. Para
promover a precipitagdo dos nanocristais de Mn3O4 a solucéo foi suspensa por um periodo
de 2 horas. Os resultados obtidos por CHEN et al. (2006) indicaram que as nanoparticulas
de Mn3O4 com estrutura tetragonal podem ser produzidas por meio de reages quimicas
envolvendo surfactantes e solugdes alcalinas.

IQBAL et al. (2018) sintetizaram nanocompdsitos MnzO4-TiO- revestido de
Pluronic® F-127 para aplicacdo como agente de contraste em RMN e em terapia
fotodindmica (TFD) para canceres in vivo e in vitro. As nanoparticulas se mostraram
estaveis e eficientes na penetracdo do citoplasma e area perinucleares. Além disso, a
utilizacdo do TiO2 um fotossensibilizador inorganico permitiu a ablagdo de tumor por
TFD in vitro e in vivo em baixa intensidade de radiacao ultravioleta (5,6 mW/cm?), esses

resultados corroboram para utilizacdo do sistema em terapia para o tratamento de cancer.
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Capitulo 4 - METODOLOGIA
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4.1 SINTESES
4.1.1 Hidroxiapatita pura

Uma hidroxiapatita de formula quimica Cai0(POa4)s(OH). foi sintetizada pelo
método de precipitagdo em meio aquoso (MOREIRA et al., 2016) via reagdo acido-base
realizadas no Laboratorio de Biomateriais do Departamento de Ciéncia e Engenharia de
Materiais (DCEM) da UFS, conforme equacéo abaixo (11).

6HsPO, + 10Ca(0H), — Ca,o(P0,y)s(0H), + 18H,0 (11)

Uma solucéo de &cido fosfdrico (0,220 mol L) foi gotejada sob uma taxa de 1,0
mL min™ em 0,334 mol L* de hidréxido de calcio sob agitagio constante a 60°C (Figura
15). O pH foi mantido em 10 durante toda a sintese com adicdo de KOH. Apos a adicao
completa dos reagentes, a suspensao foi envelhecida durante 20 min sob refluxo num
forno de micro-ondas operando a 700 W e 2,5 GHz. O precipitado foi filtrado, lavado em

agua destilada até que o meio fosse neutro (pH ~ 7) e seco por 120°C durante 24 h.

l\\h Sem controle da atmosfera!

. Termdmetro
controde do : ) ?
pH 1 N //57
— | /S
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" g - Placa
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magnético
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Figura 15. Arranjo experimental da sintese de hidroxiapatita: solugdo de HsPO4
foi gotejada sobre Ca(OH). sobre agitagéo, aquecimento e refluxo; o controle do pH do

meio foi feito com adicdo de KOH, quando necessario.
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O po obtido foi triturado usando-se um almofariz de agata e peneirado (malha de
180 pm), amostra intitulado de verde. Os reagentes utilizados tinham uma pureza superior
a 98% e foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Ca(OH);, KOH e H3POs) e Neon
(Mn(NOg)2 - 4 H20).

4.1.2 Hidroxiapatita contendo Mn?*

As hidroxiapatitas contendo manganés foram sintetizadas segundo o protocolo
descrito no item 4.1.1. A fonte de manganés utilizadas foi o nitrato de manganés Il tetra-
hidratado [Mn(NOs). - 4 H>0] o qual foi adicionado no &cido fosforico para evitar
oxidacao durante a sintese, segundo as razdes molares [M**/(M**+Ca?*)]x100%: 0%, 5%,

10%, 15% e 20%. Um resumo de todo o esquema de sintese esta inserido na Figura 16.

Tratamento por Microondas.

Sintese por MW produz cristalitos de
tamanhos homogéneos, além de um
aumento na cristalinidade do pé,
controle da porosidade e morfologia
dos cristais de HA.

Tratamentos Térmicos

Necessario para produzir uma HA
cristalina e ordenada.

= Verde
- Calcinada a 1000°C/2 h

Figura 16. Fluxograma das etapas de sintese envolvida na preparacdo das
hidroxiapatitas.

4.2 ESTABILIDADE TERMICA

4.2.1 Tratamento Térmico

A estabilidade térmica das amostras obtidas foi avaliada atraves da calcinagdo de
parte dos pos obtidos. As amostras foram submetidas a um tratamento térmico a 1000°C

por 2 h sob uma taxa de aquecimento de aproximadamente 2°C mint, em forno sem

controle de atmosfera.
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4.2.2 Mecanismo de Segregacao de Fase

A segregacdo da fase Mn3O4 da amostra de menor concentragdo de Mn (4,9%) foi
estudada em diferentes temperaturas: 400, 600, 800 e 1000°C. As amostras foram
aquecidas sob uma taxa de 2°C min’* e permaneceram apenas 5 min sob as temperaturas

pretendidas.

4.3 CARACTERIZACAO ESTRUTURAL

4.3.1 Composicdo Elementar

Os elementos presentes em cada amostra e as suas concentragdes foram medidos
no Laboratorio de Técnicas de Raios X (DCEM/UFS) utilizando fluorescéncia de raios
X por dispersdo em comprimento de onda (WDXRF), utilizando um espectrémetro
Bruker S8-Tiger 4 kW equipado com cristais LiF 200, PET, XS-5 e XS-C. Os pés obtidos
foram submetidos diretamente as anlises sob uma atmosfera de He. Uma curva de
calibracdo foi estabelecida usando um p6 padrdo de hidroxiapatita (Ca/P = 1,67) moido
homogeneamente em um aparato de moinho de bolas por 30 min a 350 rpm com
diferentes concentracGes de um p6 padrdo de MnO para analise das amostras contendo
Mn.

4.3.2 Difratometria de Raios X

As amostras sintetizadas e apds tratamento térmico foram analisadas por DRX.
Os padrdes de difracdo foram coletados em um difratdbmetro Empyrean PANalytical
usando uma radiacdo de CuKy (filtro de Ni) a 40 kV e 40 mA instalado no Laboratério
de Preparacédo e Materiais Magnéticos da UFS (Campus Itabaiana). Os dados foram
registrados a partir de 26 = 10° a 60° com um passo de 0,013° e um tempo de contagem
de 2s. A estrutura cristalina foi resolvida e refinada usando o método de refinamento da
estrutura Rietveld conforme implementado nos softwares Fullprof (versdo 07/2017)
(RODRIGUEZ-CARVAJAL, 1993) e HighScore Plus. O refinamento foi conduzido a
partir de estruturas padrdo previamente conhecidas, obtidas em Inorganic Crystal
Structure Database (ICSD). As estruturas utilizadas incluiram uma apatita de calcio puro
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Cai0(PO4)s(OH)2 (ICSD n° 151414), um O6xido de manganés puro Mn3Os (ICSD n°
68174) e um fosfato B-tricélcico puro Caz(POa)2 (ICSD n° 410782).

Linha de base (funcdo polinomial com até 4 coeficientes), fator de escala,
deslocamento de amostra, parametros de rede (a e c), perfil de pico (parametros Caglioti,
assimetria e formato de pico) e orientacdo (funcdo March-Dollase) foram refinados para
calcular a diferenca entre os mapas de Fourier observados e calculados (Fobs - Fcal).
Somente para obten¢do dos mapas de Fourier as ocupacdes dos sitios ndo foram refinadas,
pois a intencdo era evidenciar as diferencas entre o padrdo de difracdo observado e o
calculado. A diferenca dos mapas de Fourier foram sobrepostas em um volume de 8
unidades de célula usando o software Vesta (MOMMA E 1ZUMI, 2008). O tamanho do
cristalito e a tensdo residual foram estimados a partir do refinamento de Rietveld
considerando as mudancas nos parametros de Cagliotti (U e V) entre um perfil de
instrumento padrdo e as amostras.

A partir dos mapas de Fourier podemos extrair informacgdes importantes das
densidades eletrénicas dos atomos na estrutura cristalina da HA. Os mapas de Fourier sdo
utilizados para inferir as principais perturbacdes ocorridas na vizinhanga dos grupos Ca?",
PO.* e OH" da fase HA sintetizada.

4.2.3 Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier

As amostras sintetizadas e tratamento térmico foram analisadas por FTIR. As
analises foram conduzidas em modo de absorbancia de 4000 a 400 cm™ (tamanho do
passo de 1 cm™) usando um espectrémetro Varian (640-IR) instalado no Laboratério de
Corrosdo e Nanotecnologia (LCNT-NUPEG/UFS). Para a realizacdo das analises foi
utilizado aproximadamente 10 mg dos pos sintetizados e 10 mg de KBr para formar uma
pastilha. O intervalo entre 500 e 650 cm™ foi usado para observar o comportamento dos
grupos HPO4%, PO4> e OH". A regido entre 850-890 cm™ foi usada para acompanhar a
insercéo dos grupos COs? nos sitios POs*> e OH" da fase de hidroxiapatita. As posicdes
da banda de absorc¢ao foram baseadas no trabalho anterior de Eichert et al. (EICHERT,
2009).

Foi utilizado o método matematico de deconvolu¢do com ndmeros de onda da
literatura como guia para os grupos vaPOs% e v2.CO3? (Tabela 3). O método foi utilizado
para acompanhar a evolugdo de grupamentos apatiticos e possiveis substituicbes dos
grupos POs* e OH" por carbonatos ou espécies acidas — HPO4> (EICHERT, 2009;
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ELLIOTT, 1994; FLEET, LIU E KING, 2004; LEORS, TAHERI, QUIROLOGICO,
1980; WOPENKA E PASTERIS, 2005). A deconvolugdo envolveu ajustes de curvas

gaussianas utilizando o software OriginPro 2016.

Tabela 3. Principais grupos quimicos presentes em apatitas nanocristalinas e seus
modos vibracionais correspondentes no infravermelho (IR) (BRANGULE E GROSS,
2015).

Grupos Quimicos IR (cm?)
HPO.4% no-apatitico 535

1cpPO4> 550

HPO.* apatitico 551

v4PO* 562, 575 e 603
HPO.* nio-apatitico 617

vLOH" 632

v2CO3% ndo-apatitico 866

v2CO3% Tipo B 871

v2CO3% Tipo A 880

4.2.4 XPS

A amostra contendo 4,9% de Mn e aquelas tratadas termicamente a 800°C/5 min
e a 1000°C/2 h foi observada por foram analisadas por espectroscopia de fotoelétrons por
raios X (XPS). As andlises foram realizadas em um espectrdmetro Thermo Scientific
ESCALab 250Xi usando uma fonte monocromatica de raios-X Al Ka. A energia de
ligacédo foi calibrada com C 1s (284,8 eV) (QIAO et al., 2019; ZHANG et al., 2019). Os
espectros Mn 2ps2 foram deconvoluidos apos a subtracdo da linha de base para calcular
a area relativa sob as curvas correspondentes a Mn (11) (641,4 eV: MnQO), Mn (I11) (642,1
eV: Mn20z) e Mn (IV) (642,9 eV: MnOy) estados de oxidagdo (HUANG et al., 2015;
KILROY, DALLEK E ZAYKOSKI, 2002; MOSIALEK et al., 2011; TOPFER et al.,
1992).
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4.2.5 Microscopia Eletrénica de Transmisséo

A amostra contendo 4,9% de Mn e calcinada a 1000°C/2 h foi observada por
microscopia eletronica de transmissdo (TEM). As analises foram realizadas em um
microscopio eletrénico JEOL JEM-2100F (Centro Brasileiro de Pesquisa em Fisica -
Brasil) e em um microscépio eletronico JEOL JEM-ARMZ200CF (Universidade de
Illinois em Chicago - EUA) corrigido por aberracao, ambos equipados com um canhao de
emissdo de campo (FEG) e operando a 200 kV. A composigédo elementar em diferentes
regides dos aglomerados de cristal foi obtida por espectroscopia de energia dispersiva por
raios X (EDS).

O tamanho médio dos cristais de Mn3O4 foi estimado através do tratamento de
imagens usando o software Image J. O didmetro médio foi obtido a partir de 27 cristais
distintos em 5 imagens.

4.3 CARACTERIZACAO BIOLOGICA

4.3.1 Teste de Citotoxicidade

A viabilidade celular foi avaliada atraves do método colorimétrico do MTT
{brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil-tetrazlio]}. Nesse ensaio, 0 MTT €
clivado por uma enzima mitocondrial, a desidrogenase succinica, transformando-se de
um composto de coloragdo amarela, em cristais de formazan {E,Z-1-(4,5-dimetiltiazol-2-
yl)-1,3-difenilformazan} de coloracdo violeta e insollveis em &gua. Para a leitura do
resultado, o formazan produzido foi dissolvido em isopropanol acidificado. A clivagem
do MTT fornece parametros de sobrevivéncia e proliferacdo celular, uma vez que este é
clivado por todas as células vivas, metabolicamente ativas, com excegdo de eritrocitos.

Células de osteossarcoma humano da linhagem MG-63, cedidos pela
Universidade Federal Fluminense do Rio de Janeiro, foram utilizados para avaliar a
citotoxicidade in vitro das amostras na Sala de Cultura de Células do Laboratério de
Biomateriais do Departamento de Ciéncia e Engenharia de Materiais da UFS. As células
foram cultivadas em meio de cultivo (DMEM) (Sigma) suplementado com 10% de soro

fetal bovino (Cultilab), 1% de L-glutamina e 1% penicilina/estreptomicina. As células
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foram expandidas em atmosfera umidificada (37°C e 5% de CO2) em incubadora (LS
Logen).

Com a finalidade de eliminar todos os microrganismos das amostras, evitando
interferéncias nas analises bioldgicas, as pastilnas de HA, HA contendo 4.9% Mn e
contendo 6.0% Fe foram esterilizadas em estufa a 180°C durante 120 minutos, antes da
sua efetiva utilizacdo nos ensaios celulares (KIDO, 2015).

Inicialmente, as amostras sem inser¢cdo do Mn e contendo 4,9% de Mn foram
alocadas em placas de cultura de 24 pogos e expostas a 1000 uL. de meio de cultura
suplementado por um periodo de durante 2 horas para adeséo das proteinas e aclimatacéo
das amostras. Posteriormente o meio foi retirado e cerca de 10° células suspensas em 20
pL de meio de cultura foram inoculadas no centro do material e em pocos vazios para
servirem de controle. Trinta minutos apds a inoculacdo adicionou-se 1000 puL de meio de
cultura em cada um dos pocos, e as placas de cultura foram enté&o incubadas a 37°C em
atmosfera contendo 5% de CO: por 24 horas. Decorrido esse tempo, 0 meio de cultura foi
removido, e adicionado 500 pL de MTT (Sigma-Aldrich). As amostras foram recolocadas
na incubadora por 3 horas, tempo previsto parao MTT ser clivado. Na sequéncia, o MTT
foi removido ¢ 500 pL de isopropanol acidificado (HCI a 0,3% de isopropanol) foi
adicionado, por um periodo de 10 minutos para a dissolucdo dos cristais de formazan. A
leitura da absorbéancia foi feita em um leitor de microplacas (Synergy H1 Multi-Mode
Reade) com um filtro de 570 nm. Como controle positivo (citotoxico) do experimento,
células foram inoculadas diretamente na placa e posteriormente adicionou-se uma solucao
de 100% de Triton X-100 e como o controle negativo (ndo citotdxico) células foram
inoculadas na placa com adicdo de DMEM (LUPU E POPESCU, 2013; YANG et al.,
2015).

4.4 ANALISES ESTATISTICAS

As analises estatisticas foram feitas utilizando o programa GraphPad Prisma 5.0 e
os resultados foram expressos como a média + desvio padrdo. A significancia estatistica
dos dados obtidos foi avaliada através de analise de variancia ANOVA seguido de
correcdo por teste de comparagdes multiplas de Tukey para comparar 0s grupos. A

diferencga estatistica foi considerada significativa quando p < 0,05.
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Capitulo 5 - RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1 Composicao Elementar

Os elementos presentes nas amostras foram quantificados por WDXRF (Tabela
4). A concentracdo de célcio (Ca) diminui com o aumento da concentracdo de Mn
adicionado, enquanto a concentracdo de fosforo (P) teve uma leve diminuicdo em
comparagdo com a amostra sem Mn. As razfes Ca/P calculadas para as HAs substituidas
por manganés (Mn) estiveram abaixo da razdo estequiométrica de 1,67,
independentemente da concentracdo de Mn, indicando a formacéo de uma HA deficiente
de Ca. Sendo essa deficiéncia de Ca geralmente causada pela entrada de outras espécies
quimicas na estrutura da hidroxiapatita durante a sintese (por exemplo, fosfatos mais
acidos (HPO.%) elou fons carbonatos (CO3?)). No entanto, a relagdo (Ca+M)/P foi
superior a 1,67 para todas as amostras contendo Mn, indicando excesso de cations ou falta
de grupos POs>. A concentracdo relativa (% M experimental) de Mn, isto ¢, a razéo
M/(M+Ca), calculada para as amostras obtidas, foi ligeiramente diferente daquela
calculada para a sintese, especialmente para as maiores concentracdes de Mn. Isso
significa que, durante o processo de sintese parte do Mn adicionado foi lixiviado durante

0S processos de lavagem.

Tabela 4. Quantidades relativas (% em mol) de Ca, P e Mn nas amostras medidas
por WDXRF. As relacbes Ca/P, (Ca+tM)/P e M/(M+Ca) sdo informadas para cada

condicéo.

% Mn % Mn
Ca P Mn | Ca/P |(Ca+tMn)/P

(Tedrico) | (Experimental)

Mn/(Mn+Ca)
0% 0.0% 619 | 381 | 0.0 | 1.62 1.62
5% 4.9% 60.3 | 36.6 | 3.1 | 1.65 1.73

10% 9.3% 58.6 | 355 | 6.0 1.65 1.82

15% 13.9% 56.4 | 345 | 91 1.63 1.90

20% 16.7% 545 | 345 | 109 | 158 1.90
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5.2 Composicgao de Fases e Segregagdo de Mn3Oas

Os resultados obtidos por DRX das amostras pura e contendo Mn (Figura 17)
confirmaram a presenca de uma unica fase de HA com baixa cristalinidade, o que foi
evidenciado pelo alargamento dos picos caracteristicos da fase HA especialmente nas
amostras com concentracdes crescentes de Mn. Se levarmos em conta que nenhuma outra
fase foi observada, podemos sugerir que a quantidade de &tomos de Mn determinada por
WDXRF foi inserida na estrutura da HA. Normalmente as apatitas sintetizadas em meio
aquoso (sem tratamento térmico) sdo constituidas de uma camada hidratada estruturada
contendo grupos idnicos moéveis facilmente permutaveis (Ca?*, OH e PO.%*), pouco

cristalinas e, geralmente, ndo estequiométricas (KANNAN et al., 2011).

HA Verde 16.7% Mn
— 13.9%Mn

9.3% Mn

— 4.9% Mn

— 0.0% Mn

| I Pri el FUO I e w nw ) w HA

10 20 30 40 50 60

Figura 17. Difratogramas de raios X obtidos das amostras verdes para
concentragfes crescentes de Mn. As reflexdes tedricas da fase encontrada (tragos

verticais) sao mostradas abaixo.

Observou-se também que o aumento da concentracdo de Mn nas amostras levou
a uma diminuicdo gradual da concentracdo de Ca e como dito antes, um alargamento dos
picos principais da HA, o que indica uma perturbacdo da rede cristalina da HA. De fato,
a insercdo de Mn na estrutura da HA causa uma desordem atdmica pronunciada sendo

verificada pelo aumento gradual das tensdes residuais e a formacdo de pequenos
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tamanhos de cristalito (menores que 50 nm para todas as amostras sintetizadas) (Figura
18), tais dados foram estimados a partir do refinamento Rietveld (Figura 22-26).
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Figura 18. Tensdes residuais e tamanhos de cristalitos calculados para a fase HA

em funcdo do aumento da concentracdo de Mn via refinamento de Rietveld.

A HA muitas vezes sera utilizada em reparos 0sseos que necessitam de uma certa
resisténcia mecanica, tal resisténcia pode ser adquirida através de tratamentos térmicos
da HA. Com o objetivo de avaliar a estabilidade térmica das amostras foram realizados
tratamentos térmicos a 1000°C/2 h. Desse modo, observou-se que a calcinacdo promoveu
um relaxamento da rede uma vez que as tensdes residuais sdo diminuidas (Figura 18),
além de que, a calcinagdo promoveu um aumento dos tamanhos de cristalito,
principalmente nas amostras contendo 4,9% de Mn. Outro efeito evidente do tratamento
térmico foi o reflexo nas transformacdes de fases das amostras (Figura 19). Tais dados
foram adquiridos dos refinamentos Rietveld das amostras ap0s tratamento térmico
1000°C/2 h (Figura 27-31). Somente a amostra sem inser¢éo de Mn (0,0% de Mn) nao
sofreu transformacBes apOs a calcinagdo. Para todas as amostras contendo Mn, a
transformacdo de fase produziu 6xido de manganés (Mns0a4) (Figura 20). Apesar da

possibilidade de ocupacao dos sitios de Ca da HA, o Mn apresenta alta afinidade pelo
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oxigénio durante aquecimento (Figura 8) e o tratamento térmico evidenciou tal efeito. As
transicdes sofridas pelo Mn durante o tratamento térmico sdo mostradas abaixo (12)
(MOREIRA et al., 2016).

940°C

535°C
MnO2 — Mn203 — Mn3z04 (12)

Como o tratamento térmico aconteceu a 1000°C/2 h, foi fornecido temperatura suficiente
para ocorrer a segregacdo do Mn3:0Os (MAYER, 2008; MOREIRA et al., 2016). O
aumento da concentracdo de Mn produziu um aumento constante da concentracdo de
Mn3z04. Acima de 4,9% de Mn, também foi verificado a transformacao da HA em B-TCP
(Figura 19 e 20). Conforme o diagrama de fases da Figura 21, onde esté relacionado razéo
Ca/P e temperatura com fases de HA, a linha em vermelho mostra a temperatura e razoes
Ca/P proximas as obtidas nesse trabalho, através disso podemos entender porque HA
sofreu transformagdo em B-TCP e possiveis Oxidos produzidos durante os tratamentos
térmicos (Figura 20). A quantidade de B-TCP também aumentou com o0 aumento da
concentracdo de Mn, visto que a insercdo de Mn causou aumento da desordem da rede da
HA (Figura 18). Para a maior concentragdo de Mn (16,7% de Mn), toda a HA foi
transformada em B-TCP e Mn3Os. Como em 16,7% de Mn a fase HA ndo foi mais
observada nas amostras, o tamanho do cristalito e as tensdes residuais (Figura 18) nédo

foram calculados para essa concentragdo especifica.

54



. o 16,7% Mn
Calcinado 1000°C/2 h 13.9% Mn
9,3% Mn
— 4,9% Mn
—0,0% Mn

| I I T TN PO e mn m | om HA
| I Lo BT 00 00 0 0 O e w3 - TCP
Mn3O4

10 20 30 40 50 60
26

Figura 19. Difratogramas de raios X obtidos das amostras calcinadas a 1000°C/2
h para concentracdes crescentes de Mn. As reflexdes tedricas da fase encontrada (tracos

verticais) sdo mostrados abaixo das curvas.
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Figure 20. Composicao de fases das amostras ap0s calcinacdo a 1000°C/2 h para

diferentes concentracdes de Mn.
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Figura 21. Diagrama de fases de fosfatos de calcio e suas transformagdes em
funcéo da temperatura e razdo Ca/P (SILVA, 2019).

56



0,0% Mn Verde

e Experimental
—— Calculado
—— Diferenca

GoF: 2,8
pr: 3,9

” py W"'M’"’ MA T Y o s et
11 I [ i Frmu e e w1 HA
I T T T T T T T T T T T T T T T 1

20 25 30 35 40 45 50 55 60
20

Figura 22. Padrdo de difracdo obtido experimentalmente da amostra verde
contendo 0,0% de Mn (circulos vermelhos) e dados calculados a partir do refinamento
Rietveld (linha azul). A diferenca (linha cinza) e reflexdes tedricas da fase encontrada

(tracos verticais) sdo mostrados abaixo.
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Figura 23. Padrdo de difracdo obtido experimentalmente da amostra verde
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contendo 4,9% de Mn (circulos vermelhos) e dados calculados a partir do refinamento
Rietveld (linha azul). A diferenca (linha cinza) e reflexGes teoricas da fase encontrada

(tracos verticais) sdo mostrados abaixo.

9,3% Mn Verde

* Experimental
—— Calculado
—— Diferenca

GoF: 2,0
RW:ZQ

WWWMWJ“MWW\MMruumwMJWWMMWMWWMMWWWWMWwm«m
T (N A R A T TN R R A

20 25 30 35 40 45 50 55 60
20

Figura 24. Padrdo de difracdo obtido experimentalmente da amostra verde
contendo 9,3% de Mn (circulos vermelhos) e dados calculados a partir do refinamento
Rietveld (linha azul). A diferenca (linha cinza) e reflexdes tedricas da fase encontrada

(tracos verticais) sdo mostrados abaixo.
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Figura 25. Padrdo de difracdo obtido experimentalmente da amostra verde
contendo 13,9% de Mn (circulos vermelhos) e dados calculados a partir do refinamento
Rietveld (linha azul). A diferenca (linha cinza) e reflexdes teoricas da fase encontrada

(tracos verticais) sdo mostrados abaixo.
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Figura 26. Padrdo de difracdo obtido experimentalmente da amostra verde
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contendo 16,7% de Mn (circulos vermelhos) e dados calculados a partir do refinamento
Rietveld (linha azul). A diferenca (linha cinza) e reflexGes teoricas da fase encontrada

(tracos verticais) sdo mostrados abaixo.
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Figura 27. Padréo de difragdo obtido experimentalmente da amostra calcinadas a
1000°C/2 h contendo 0,0% de Mn (circulos vermelhos) e dados calculados a partir do
refinamento Rietveld (linha azul). A diferenca (linha cinza) e reflexdes tedricas da fase

encontrada (tracos verticais) sdo mostrados abaixo.
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Figura 28. Padrdo de difracdo obtido experimentalmente da amostra calcinadas a
1000°C/2 h contendo 4,9% de Mn (circulos vermelhos) e dados calculados a partir do
refinamento Rietveld (linha azul). A diferenca (linha cinza) e reflexdes tetricas da fase

encontrada (tracos verticais) sdo mostrados abaixo.
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Figura 29. Padrdo de difracdo obtido experimentalmente da amostra calcinadas a
1000°C/2 h contendo 9,3% de Mn (circulos vermelhos) e dados calculados a partir do

refinamento Rietveld (linha azul). A diferenca (linha cinza) e reflexdes tedricas da fase
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encontrada (tragos verticais) sdéo mostrados abaixo.
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Figura 30. Padrdo de difragdo obtido experimentalmente da amostra calcinadas a
1000°C/2 h contendo 13,9% de Mn (circulos vermelhos) e dados calculados a partir do
refinamento Rietveld (linha azul). A diferenca (linha cinza) e reflexdes tedricas da fase

encontrada (tracos verticais) sdo mostrados abaixo.
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Figura 31. Padrdo de difragdo obtido experimentalmente da amostra calcinadas a

1000°C/2 h contendo 16,7% de Mn (circulos vermelhos) e dados calculados a partir do
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refinamento Rietveld (linha azul). A diferenca (linha cinza) e reflexdes tedricas da fase
encontrada (tracos verticais) sdo mostrados abaixo.

5.3 Estrutura Cristalina

A Figura 32 permite uma andlise da evolucdo os parametros de rede e volume da
célula unitaria das amostras com aumento da concentracdo de Mn, os valores foram
obtidos atraves do refinamento Rietveld (Figura 22-31). Em geral, os parametros de rede
(aec) e volume de célula unitaria da HA das amostras verdes diminuiram com o aumento
de Mn (Figura 32). O eixo a e o volume da célula unitaria foram menos perturbados,
entretanto, o eixo ¢ foi muito sensivel a quantidade de Mn, apresentando um decréscimo
quase linear com o aumento da concentracdo de Mn. MAYER et al. (2008) néo
observaram efeito aparente do Mn nos parametros de rede da hidroxiapatita para
concentragOes entre 0,14 e 1,08%. Os resultados de PALUSZKIEWICZ et al. (2010)
mostraram um leve decréscimo do eixo ¢ para hidroxiapatitas contendo entre 0 e 5% em
peso de Mn apds a calcinacdo a 800°C. Eles também mostraram um aumento evidente no
volume da unidade celular para as amostras, especialmente para as amostras tratamento
térmico a 1250°C. Eles atribuiram esse aumento a insercdo de Mn nos sitios PO4> sob a
forma de MnO4*",

Apds a calcinacdo, a presenca de 4,9% de Mn reduziu os parametros de rede em
relacdo a HA pura. No entanto, a partir de 9,3% de Mn, 0s pardmetros aumentaram
novamente, atingindo valores superiores aos observados para a hidroxiapatita pura. Em
16,9% do Mn, apenas a fase B-TCP foi observada, o que impossibilitou o calculo dos
parametros da rede de hidroxiapatita. Enquanto o Ca?* possui um raio iénico de
aproximadamente 1,00 A nas coordenacdes octaédricas, o Mn?* pode ter raios i6nicos
distintos de 0,67 A e 0,83 A para 0 mesmo nimero de coordenacgio nas ligagdes de spin
baixo e alto (RENAUDIN, GOMES E NEDELEC, 2017a), respectivamente. O Mn**
apresenta raios iénicos ainda menores para 0 mesmo numero de coordenagéo (0,58 A e
0,64 A em ligagdes de spin baixo e alto, respectivamente). Por conseguinte, espera-se que
a inser¢cdo de Mn numa estrutura de fosfato de calcio induza uma diminui¢do dos
parametros de rede. De fato, LEORS et al. (1980) demonstraram que o Mn tende a
diminuir o volume da célula unitaria das apatitas. Outros trabalhos MAYER et al. (2006)
e MOREIRA et al. (2016) também demonstraram que a insercdo de Mn?* na estrutura -

TCP levou a uma diminuicdo dos parametros de rede. KANDORI et al. (2018) e
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KANDORI E YAMAGUCHI (2017) sintetizaram uma série de hidroxiapatitas contendo
Mn em condic¢Bes similares as utilizadas em nosso trabalho e encontraram uma
diminuicdo dos parametros de rede com a concentracdo de Mn. Seus resultados também
demonstraram que a diminuicao do eixo ¢ foi muito mais pronunciada do que a observada

para o eixo a, exatamente como observado nesse trabalho.

a c V
9,415 : 6,89 |
| a . —m—-Eixoa(A) | - 528
9408 ® . ~ e Eixoc (A) . (688 [ 527
1 e ook 4 Volume (A% | i
9,401 - ey N | 657 [526
W - 525
9,394 - T S e L 6,86 |
] R i _ L 524
9,387 { Verde T A 0
0420 : : : : : : . : 6,85 523
| Calcinado 1000°C/2 h - 528,7
; - 6,881]
§; P ) l,;'x r |
94184 & - 2 _ 6,880 228:5
i L 528,4
9,417 R i
——T—— T T — T T — 71— 71 — 71— 71— 71— 6879~ 5283

Mn (% mol)

Figura 32. Parametros de rede (eixos a e c) e volume de unidade celular (V)
calculados a partir da fase de hidroxiapatita verde e calcinada a 1000°C/2 h, através do

refinamento de Rietveld para as amostras com aumento da concentracdo de Mn.

5.4 Ocupacao dos Sitios da HA

5.4.1 Evolucg&o dos Grupos OH-, PO4% e COs*

Os resultados de FTIR demostraram que as bandas de absorcdo em 632 cm™
associadas ao modo vibracional dos grupos hidroxila (v.OH") foram reduzidas com o
aumento da concentracdo de Mn mesmo nas amostras verdes, contudo tal observacao fica
mais evidente apo0s a calcinacdo (Figura 33). As bandas de absor¢éo relativas aos grupos
PO da hidroxiapatita tém trés modos de estiramento assimétricos - v4 para as ligaces

O-P-0, aparecendo em 565, 571 e 602 cm™ (Figura 33). Com o0 aumento da concentragao
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do Mn pode-se verificar o alargamento e reducdo de intensidade dessas bandas de
absorcéo. As caracteristicas das bandas de absorcao dos grupos HPO42 foram observadas
como ombros em torno de 551 cm™ para as amostras verdes, que diminuiram com o
aumento da concentracdo de Mn. Como mencionado anteriormente nossas amostras de
HA sdo célcio deficiente, essa deficiéncia de Ca é geralmente causada pela entrada de
H20, de fosfatos mais acidos (HPO4?) elou fons carbonatos (COs?) na estrutura da
hidroxiapatita durante a sintese. De fato, os espectros de FTIR (Figura 33 e 34a) obtidos
na regido entre 680 — 520 cm™ v4 dos fosfatos revelou a presenca de HPO4? apatitico nas
amostras verdes. As deconvolugdes dos espectros na regidio do vaPOs* (Figura 33)
exibem sobreposicdes das bandas de grupos OH" (632 cmY), fosfatos (603, 575 e 565 cm
1y e HPO4* (551cm™) (BRANGULE E GROSS, 2015). A insercéo deste ion na estrutura
da HA gera vacancias de Ca®" (V"ca) @ OH (V'on), que podem ser representadas na
notagdo de Kroger-Vink (KROGER E VINK, 1956; LEEUW, BOWE E RABONE, 2007;
MAEYER E VERBEECK, 1994) (13):

(13)

(Ca)g, +(PO,) g, +(OH)gy +HPO ) = (HPO, )50, +Ve, +Vgy +PO;

aq) (ag)

De acordo com o equilibrio &cido-base observado para os &nions ortofosfatos (14),
sabe-se que nas condic¢des de pH utilizadas neste trabalho (pH = 10), a espécie protonada
HPO.? tende a predominar no meio reacional (KANDORI et al., 2018; LI, WIDODO E
LIM, 2012), facilitando sua entrada na estrutura da hidroxiapatita (DOROZHKIN, 2009):

H3PO4 K,=75x107 HZPO; K, =6.2x10° HPOff Ky =1.7x10712 POjf (14)

De fato, a analise as deconvolugdes de FTIR demonstraram a presenca de HPO4>
nas amostras mesmo na presenca de Mn, entretanto, com a insercdo do Mn a contribuicao
da banda de HPO.? diminuem com aumento da concentragdo (Figura 33).

As bandas de absorcdo dos grupos CO3z? foram verificadas, principalmente nas
amostras verdes independente da presenca de Mn (Figura 33). A banda em 870 cm™ é
atribuida a vibragdo v, fora do plano dos grupos O-C-O provenientes do carbonato e
caracteriza-se por indicar uma ocupagdo dos sitios de PO4> (substituicdo do tipo B) e a
banda em 880 cm™ ¢ atribuida a presenca de carbonato nos sitios OH" (substituicdo do

tipo A), indicando & presenca de ambas as substitui¢des (Figura 35). A entrada de CO3>
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nos sitios PO+ (tipo B) e OH" (tipo A) é descrita pelos seguintes mecanismos (notagéo
de Kroger-Vink) (LEORS et al., 1980; ORTALI et al., 2017) (15-16):

(PO4);O4 + (OH)E()H + Col’)zi(aq) - (COS);O4 + (CO?))'OH + Poji(aq) + OH 7(aq) (15)
2(0H)%,, +COZ = (CO,); + 2V, +20H ey (16)

Segundo esse mecanismo, uma provavel férmula quimica para a fase de
hidroxiapatita sintetizada sem Mn poderia ser representada da seguinte forma (ORTALI
etal., 2017) (17):

Ca10—(x+y) (VCa )x+y [( PO4)6—(x+y) (H PO4)X (COS)y](OH )27(x+y)+2z (CO3)Z (VOH )x+ y+22 (17)

As bandas nessa regido foram deconvoluidas de modo a avaliarmos as mudancas
nessas ocupagdes com a insercdo do Mn. A insercdo de Mn deslocou a banda para a regiao
dos grupos COs? do tipo B com um efeito de alargamento da banda, além de que, as
bandas sofrem uma diminui¢do em torno de 60% da intensidade com a insergao de Mn.

Apds a calcinacdo a 1000°C/2 h, verificaram-se bandas tipicas de absorcédo de
PO4* presentes em B-TCP em 551 e 603 cm™ (Figuras 33 e 34b), especialmente nas
amostras com insercdo de Mn a partir de 9,3% e apenas a amostra de hidroxiapatita pura
permaneceu com bandas de absorgao na regido CO3z?".
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Figura 33. Espectros de FTIR das bandas de absorcdo de v4aPO4>, viOH", HPO4*
e v2COs% obtidas a partir de amostras contendo Mn verde e calcinada a 1000°C/2 h

(abaixo).

67



Verde

0,0% Mn Verde R2?-0,998 HPOAZ' N&o Apatitico R2-0,995 13,9% Mn Verde
] > HPO,” Apatitico 1
] v, OH V\it" 4 P i
4 '/ / 4
1 J S 1
14,9% Mn Verde R2-0,996 ] Experimental R2-0,994 16,7% Mn Verde
] ] —— HPO,” n&o-apatitico
1 {——HPO,” apatitico

= 1 / 1— v,PO* o
— / v OH '/\
] - 1- - - Calculado // —
] P ] ) N\
1 == o 1 o
50
19,3% Mn Verde R2-0,997 <451 - #- - HPO,” n&o - apatitico
] 3 40 - -HPO,” apatitico
7 g35~ a 3
] 3501 A -+ -v,PO,
] 7 é 25 ] v, OH
] AN Shl #
] ~ - ~ Q154 X
e 0O 104
] ~ . w 5] ¢
4 . 9_.) o] ®=-- = R
680 660 640 620 600 580 560 540 520 < 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
. - ()
NGmero de Onda (cm-1) Mn (% mol)

Calcinado 100AO°C/2 h

0,0% Mn 1000°C/2h  R2-0,988 R2-0,975 13,9% Mn 1000°C/2 h

v,PO,% (HA/B-TCP)

v,PO.% (HA)
OH \ \Fiof' (B-TCP)

NN NN
<

4,9% Mn 1000°C/2h  R?- 0,992 Experimental RZ - 0,981 16,7% Mn 1000°C/2 h
v, OH'

v,PO,* (HA/B-TCP)

I: ] | v,PO,% (HA)
— ,/ —— PO, (B-TCP)
1 ~ f I B
] // \ / 4 Calculado
i 7 N 7 o
1— S~ 1 o~ ™
O\O 40
19,3% Mn 1000°C/2h  R2-0,992 <] v, OH" (HA)
1 1§30< ¥ - ®- v,PO,* (HA/B-TCP)
1 S s ' - v- v,PO,% (HA)
1 SRS RN - PO,* (B-TCP)
4 g 154 N
] Q sy ST EEPLE g
] Go] &--------- ®------ S A AT
, . , . , . . - Z sl . . . : . . . .
680 660 640 620 600 580 560 540 520 T 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18
Namero de Onda (cm™) Mn (% mol)

Figura 34. Deconvolugdes do espectro de FTIR das bandas do fosfato — v4aPO4>
(680 — 520 cm™) das amostras de HA com diferentes concentracbes de Mn: verde e
calcinada a 1000°C/2 h.
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Figura 35. Deconvolucbes do espectro de FTIR das bandas do carbonato —
v2C0O3% (900 — 840 cm'Y) das amostras verdes.

5.4.2 Mapas de Fourier

A partir dos refinamentos Rietveld (Figuras 22 a 31) foi possivel obter os mapas
de Fourier e extrair informacdes importantes das densidades eletrdnicas dos &tomos na
estrutura cristalina da HA. Os mapas de Fourier foram utilizados para inferir as principais
perturbagBes ocorridas na vizinhangca dos grupos Ca®*, POs> e OH™ da fase HA
sintetizada. Os mapas foram calculados apenas para a HA pura (0,0%) e contendo 4,9%
de Mn, uma vez que nessa condi¢do a HA sofre pouca transformacéo, sem a presenca do
B-TCP. Para a amostra de HA pura, os sitios de Ca2 (posicdo de Wyckoff 6h)
apresentaram um residuo de espalhamento negativo, sugerindo a presenca de vacancias
com Ca?" (Figura 36). As regides proximas aos sitios P1 (posicdo de Wyckoff 6h)
apresentaram um residuo de espalhamento positivo, especialmente entre os sitios P1 e
Ca2 (posicdo de Wyckoff 6h) na vizinhanca dos grupos PO+, demonstrando claramente
a presenca de moléculas substitucionais ou rotagdo do grupo PO4* original. A regido dos

oxigénios O4 dos grupos hidroxilas (entre dois sitios H1 adjacentes), ambos na posicao
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4e de Wyckoff, foram ligeiramente positivas. De fato, a presenca de espécies HPO4> e
COs? na estrutura da HA foi confirmado por FTIR e pode ser visto como causador de tais
perturbagBes nos sitios PO4> e OH-. A diferenca dos mapas de Fourier em torno dos sitios
de PO43- pode ser entendido como a entrada de carbonato, onde temos que, embora o
carbono (C: 17,86 x 10 A2) e o fésforo (P: 15,26 x 10 A?) tenham comprimentos de
espalhamentos de raios X proximos, a geometria das moléculas de CO3s* e POs* sdo
diferentes, que geram perturbacdes ao redor do sitio P1. Além disso, o espalhamento
positivo observado nos sitios O4 (pertencentes aos grupos hidroxila) também sugere sua
ocupagcio pelo COs%. Quando os grupos hidroxila sdo substituidos por CO3%, a presenca
de carbono com maior densidade de comprimento de espalhamento do que o oxigénio (O:
9,74 x 108 A?) tende a aumentar a densidade eletrénica na regido O4, como observado
nos mapas de Fourier. Tal hipétese é confirmado nos FTIR, onde vemos ambas as
contribuicdes de bandas de carbonato do tipo A e tipo B na estrutura da HA. A insercéo
de 4,9% de Mn na estrutura de hidroxiapatita diminuiu fortemente a negatividade dos
sitios de Ca2, mantendo um residuo positivo entre os sitios de Ca2 e POs*. Ao mesmo
tempo, os sitios Cal, P1 e hidroxila tornam-se negativos. Com as mudancas de
espalhamento nos sitios de OH" apds a inser¢do do Mn, nos leva a supor que, 0 COs*
prefere ocupar os sitios PO4*, gerando vacancias nas hidroxilas (V'on), que sdo expressas
como um residuo de espalhamento negativo nos mapas de Fourier. Considerando o
espalhamento negativo observado nos sitios de Cal e a predominancia de regides
positivas entre os sitios de Ca2 e PO4*, é possivel levantar a hipotese de que os 4&tomos
de Mn tenham preferéncia para serem acomodados nos sitios de Ca2, impondo a insercéo
de CO3% (uma molécula muito maior) na posicido OH". Todos esses fatos adicionados a
reducdo das bandas no FTIR de absorcdo de HPO4? observadas apos a inser¢io do Mn
nos permitem assumir uma provavel férmula quimica para essa fase de hidroxiapatita
contendo Mn (18):

Calo-(x+y) MI’]X (VCa ) y [(PO4)6—y (CO3) y](OH ) 2oy (VOH ) y (18)

O mecanismo pelo qual os &tomos de Mn sdo inseridos nas hidroxiapatitas ainda
ndo é claramente entendido, especialmente a ocupacao de seus sitios [36, 21, 31]. Uma
das descri¢fes mais detalhadas para a ocupagéo dos sitios de Ca para Mn em apatitas foi

dada por SUITCH et al. (1985). Eles observaram que os ions Mn?* tiveram uma
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preferéncia por sitios de Cal em fluorapatitas sintéticas calcinados a 900°C usando
andlises de espectroscopia de difracao de néutrons, refinamento Rietveld e espectroscopia
no infravermelho (IV). Mais tarde, HUGHES E CAMERON (1991) também apontaram
a preferéncia de Mn?* por sitios de Cal em apatitas naturais, o que foi acompanhado por
outros estudos (TAREEN, BHANDAGE E KUTTY, 1988). No entanto, em todos o0s
casos, 0s autores analisaram o comportamento de Mn?* em fluorapatitas com
composicdes elementares complexas e ndo em hidroxiapatitas. Por exemplo, a
composicao da fluorapatita natural usada por HUGHES E CAMERON (1991) foi téo
amplo quanto (Cas,s1Mn1,00Feo,10Na0,07Ce0,02)10Ps024(F1,480Ho 52). A presenca de fltior no
lugar dos grupos hidroxila nos canais hexagonais altera completamente o comportamento
da apatita (TAREEN, BHANDAGE E KUTTY, 1988). Consequentemente, mecanismos
de dopagem e acomodacdo de atomos especificos na estrutura da apatita também podem
ser alterados, especialmente em apatitas simultaneamente substituidas (FERREIRA,
2009). Além disso, a hidroxiapatita verde estudada nesse trabalho é muito mais

desordenada do que as duas fluorapatitas citadas acima.

Verde
0.0% Mn

-2 e 1 .:‘
, &.ﬁi

)

Figura 36. 3D Mapas de Fourier da diferenca (Fobs - Fcal) obtidos a partir das
fases de hidroxiapatita contendo 0,0 e 4,9% molar de Mn, amostras verdes. Os sitios Cal,

Ca2, P1 e H1 sdo mostrados na célula unitaria hexagonal da hidroxiapatita.
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1000°C/2h
0.0% Mn

Figura 37. 3D Mapas de Fourier da diferenca (Fobs - Fcal) obtidos a partir das
fases de hidroxiapatita contendo 0,0 e 4,9% molar de Mn amostras calcinadas a 1000 °C/2

h (taxa de aquecimento de 2°C/min).

Apbs a calcinagdo (Figura 33), 0 mapa de Fourier demonstra que os sitios de Ca2
da HA pura tornam-se menos perturbados do que antes da calcinacdo, enquanto a coluna
entre dois sitios Cal (no meio dos trés sitios 01/02) ao longo da direcdo [0 O 1]
apresentam uma nitida reducdo das densidades eletrénicas. Observa-se nitidas distor¢des
nas densidades eletronicas da HA ap0s tratamento térmico, os sitios P1 apresentam
residuos de espalhamentos positivos enquanto os sitios OH tornam-se negativos. A
presenca de 4,9% de Mn levou a uma forte perturbacdo no canal da hidroxila. Observa-
se perturbagdes proximas aos sitios de Ca2 e surgiram perturbacdes de densidade negativa
na forma de um anel ao redor do sitio de H1. Os sitios de P1 ainda foram positivos, mas
a regido do Cal ficaram menos perturbadas. Todos os resultados apresentados nesse
trabalho indicam fortemente que a acomodagéo de atomos de Mn na hidroxiapatita verde
contendo COs?" levou a varias perturbages em torno dos sitios de Ca2 e OH-, sugerindo

a ocupacao de sitios de Ca2 por &tomos de Mn.
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5.4.3 Efeito da Temperatura na Acomodacédo do Mn

Para estudar-se os efeitos das acomodacgdes de Mn na rede cristalina da HA foram
realizados refinamentos das amostras contendo 4,9% de Mn tratadas em diferentes
temperaturas (Figuras 38 a 41), baixa temperatura (ambiente até 800 °C) e alta
temperatura (800 a 1000 °C), de forma a fazer as diferencas entre os mapas de Fourier
observados e calculados (Fobs - Fcal).

Observa-se que a insercdo do Mn nas amostras tratadas a 400 e 600°C né&o
provocaram grandes perturbacfes nos sitios de calcio (Figura 42). Entretanto, com o
aumento da temperatura de tratamento para 800°C e 1000°C foram verificadas alteracdes
nos mapas de densidade eletrénica com espalhamentos positivos entre os sitios Ca2 e P1.
A0 passo que quando passamos para as amostras tratadas a 1000°C verificamos um
aumento da cristalinidade e alguns atomos de Mn comegaram a segregar, gerando 1,8%
em peso de Mnz0s, 0 que significa que aproximadamente 2,6% de Mn permaneceram na
fase de hidroxiapatita 0 que provocou, além disso foram verificados residuos de
espalhamento na forma de anel em torno dos sitios de H1 (Figura 42). A inser¢édo do Mn
levou a perturbag6es de espalhamento positiva dos sitios de Cal, sugerindo efetivamente
sua ocupacdo pelos &tomos de Mn restantes na estrutura da HA, observa-se que tais sitios
ndo apresentavam residuos de espalhamento positivo em temperaturas inferiores a
1000°C. Isso parece indicar que para uma hidroxiapatita altamente ordenada livre de
COs%, atomos de Mn tém preferéncia por sitios Cal, como anteriormente observado por
SUITCH et al. (1985) em fluorapatitas tratadas termicamente a 900 ° C. Os sitios de Ca2

tornam-se menos perturbados, indicando também uma possivel ocupacéo.
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Figura 38. Padrdo de difracdo obtido experimentalmente da amostra contendo
4,9% de Mn (circulos vermelhos) ap6s calcinada a 400°C/5 min e dados calculados a
partir do refinamento Rietveld (linha azul). A diferenca (linha cinza) e reflexdes tedricas

da fase encontrada (tracos verticais) sao mostrados abaixo.

4,9% Mn - 600°C/5 min
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Figura 39. Padrdo de difracdo obtido experimentalmente da amostra contendo
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4,9% de Mn (circulos vermelhos) ap6s calcinada a 600°C/5 min e dados calculados a
partir do refinamento Rietveld (linha azul). A diferenca (linha cinza) e reflexdes tedricas

da fase encontrada (tracos verticais) sao mostrados abaixo.

4,9% Mn - 800°C/5 min
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Figura 40. Padrdao de difracdo obtido experimentalmente da amostra contendo
4,9% de Mn (circulos vermelhos) ap6s calcinada a 800°C/5 min e dados calculados a
partir do refinamento Rietveld (linha azul). A diferenca (linha cinza) e reflexdes tedricas

da fase encontrada (tracos verticais) sao mostrados abaixo.
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4,9% Mn - 1000°C/5 min
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Figura 41. Padrao de difracdo obtido experimentalmente da amostra contendo
4,9% de Mn (circulos vermelhos) ap6s calcinada a 1000°C/5 min e dados calculados a
partir do refinamento Rietveld (linha azul). A diferenca (linha cinza) e reflexdes tedricas

da fase encontrada (tracos verticais) sao mostrados abaixo.
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Figura 42. 3D Mapas de Fourier da diferenca (Fobs - Fcal) obtidos a partir da fase
hidroxiapatita contendo 4,9% mol de Mn ap6s serem calcinados por 5 min a 400, 600,

800 e 1000°C, com taxa de aquecimento de 2°C/min.



5.4.4 XPS

Observou-se mudancas de colorac@es das amostras da HA contendo Mn, e esta €
uma forte evidéncia de que os ions Mn?* foram oxidados durante o procedimento de
sintese e inseridos na rede de apatita em estados de oxidagdo mais elevados. Essa
evidéncia é ainda mais forte se considerarmos 0s seguintes aspectos:

a) A cor das amostras sintetizadas contendo 4,9% de Mn era verde-cinza, em
contraste com a cor branca observada para as amostras sem Mn. Em geral, o
desenvolvimento de cor em apatitas contendo Mn envolve estados de oxidacdo de Mn
mais elevados do que Mn (11) (LACHWA E REINEN, 1989; MAYER et al., 2003).

b) A quantidade de Ca encontrada nas amostras com concentracdes crescentes de
Mn diminuiu em uma taxa menor do que o0 aumento de Mn, conforme mostrado na tabela
X. Ao mesmo tempo, a quantidade de P diminuiu quando o Mn foi adicionado, o0 que
significa que o Mn provavelmente substituiu ndo apenas o Ca, mas também os sitios P.

Para entender tais fatos, foram realizados XPS das amostras contendo 4,9% de Mn
antes e ap0ds os tratamentos térmicos a 800°C/5 min e 1000°C/2 h (Figura 43), pois
ocorreram mudancas de coloracdo. A amostra contendo 4,9% Mn mudou de verde-cinza
antes calcinacdo para castanho escuro apds calcinacéo a 1000°C, sendo que esta mudanca
de cor pode estar diretamente relacionada a segregacdo de MnzOa. J& na amostra tratada
termicamente a 800°C/5 min foi observada uma cor cinza escuro sem ocorrer a formacéo
de Mn3O4, podendo ser indicativo de reducdo de espécies oxo Mn(V) azul/verde
(PALUSZKIEWICZ et al., 2010; YUBAO et al., 1993). As figura 39a-c mostram que 0s
estados de oxidacao podem ser observados por XPS em energias de ligacdo mais altas do
que Mn (I1V) (642,9 eV), a saber, 643,5 eV Mn (VI), 644,4 eV Mn (VI) e 645,5 eV Mn
(V1) (KILROY, DALLEK E ZAYKOSKI, 2002; MOSIALEK et al., 2011). Com o
aumento dos estados de oxidagao observa-se um aumento linear na energia de ligacéo do
Mn 2p%2 XPS (Figura 43d). Como as curvas Mn 2ps;2 XPS obtidas para nossas amostras
foram distribuidas em direcdo a energias de ligagdo mais altas, as inser¢Ges de ions
MnO4* na rede de apatita devem ser considerados. Foram verificados em artigos recentes
a presenca das especies Mn (Ill1) e Mn (IV) em uma hidroxiapatita sintetizada sob
condigBes semelhantes as utilizadas em nosso trabalho (KANDORI E YAMAGUCHI,
2017; ZOU et al., 2020). KANDORI E YAMAGUCHI (2017) explicaram a presenca
desses estados de oxidacdo do Mn pelas condicdes alcalinas e pela disponibilidade de

oxigénio na reacgdo de sintese. Nessas condicdes, os fons Mn?" podem ser facilmente
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oxidados, gerando fons com valéncias mais altas. Embora os ions Mn?* estivessem

previamente dissolvidos na solucdo de H3PO4 para evitar a oxidagdo, a reagdo com

Ca(OH)2 ocorreu em pH elevado (pH = 10), conforme descrito no item 4.1.1. Usando

espectroscopia EPR, MAYER et al. (2003) observaram apenas Mn (Il) em suas amostras

de hidroxiapatita sintetizada. No entanto, neste caso, a sintese ocorreu em condi¢des

acidas, o que provavelmente evitou a oxidacdo do Mn?* durante a precipitagio da apatita.
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Figura 43. Espectros de XPS Mn 2p obtidos a partir da amostra sintetizada
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h. (d) Curva linearizada de energias de ligagdo de Mn 2ps/> conhecidas contra o estado de

oxidacéo de Mn.
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Figura 44. Deconvolucéo dos espectros de XPS em Mn 2pz/. para as espécies Mn
(1), Mn (I11) e Mn (1V) da amostra sintetizada contendo 4,9 mol% Mn: (a) 20 ° C (como
sintetizada), (b) apds calcinacdo a 800°C/5 min, (c) 1000°C/2h e (d) area relativa sob as

curvas associadas a Mn (I1), Mn (I11) e Mn (IV) para cada condi¢éo.

Portanto, nossos resultados indicaram fortemente que a acomodacéo de 4&tomos de
Mn em uma hidroxiapatita deficiente em célcio sintetizada contendo CO3? com baixa
cristalinidade levou a vérias perturbacGes em torno dos sitios Ca2 e OH", sugerindo a
ocupagcio de sitios de Ca2 n&o apenas por fons Mn?*, mas também por espécies Mn"™ em
estados de oxidacdo mais elevados. Além disso, as perturbacfes observadas em torno dos
sitios PO4> (Figura 36) sugeriram que Mn também poderia substituir esses grupos na
forma de espécies oxo (MnO4™), como sugerido anteriormente por MAYER et al. (2003).
Nos ions MnO4%, MnO4? e MnOy’, 0s 4&tomos de Mn assumem os estados de oxidag&o V,
VI e VII, respectivamente. Para entendermos os estados de oxidacdo e espécies de Mn
presentes nas nossas amostras foram feitas deconvolugdes do espectro de XPS (Figura
44). As curvas foram deconvoluidas e mostraram uma baixa quantidade de Mn?*, mas
uma alta quantidade de formas oxidadas de Mn, notadamente Mn®*" e Mn**. Apos
calcinagdo a 800°C/5 min, a quantidade de Mn®* aumentou, enquanto a quantidade de

Mn** diminuiu e a quantidade de Mn?* permaneceu a mesma. No entanto, apds 1000°C
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por 2 h, toda a curva mudou para uma energia de ligagdo mais baixa, 0 que aumentou a
quantidade relativa de ions Mn?*,

De fato, os resultados do XPS demonstraram que a 800° C, a area sob a curva Mn
(117) aumentou ligeiramente, enquanto a area associada ao Mn (IV) diminuiu. Como
discutido acima, esta regido também estd associada as altas energias de ligagdo das
espécies MnO4™. Observando os mapas de Fourier de diferenca obtidos para as amostras
calcinadas por 5 min a 800 e 1000°C (Figura 42), é possivel ver uma perturbacéo positiva
muito forte em torno dos sitios de P1, com l6bulos positivos entre os oxigénios se
formando o PO.* tetraedro. LACHWA E REINEN (1989) mostraram que MnOs*
tetraedro pode se adaptar a sitios de vanadato e arseniato de clorapatitas sob condi¢oes
isomarficas. Em particular, as espécies de MnO4* sdo conhecidas por serem estabilizadas
em varias redes de fosfato alcalino-terroso, como as apatitas (KINGSLEY, PRENER e
SEGAL, 1965; LACHWA E REINEN, 1989). Obviamente, a insercdo de todas essas
espécies de Mn pode gerar uma estrutura de apatita muito instavel, observado pelo
aumento das tens@es residuais e alargamento dos picos de XRD, conforme observado nas

Figuras 18 e 17, respectivamente.

5.6 Morfologia das Particulas de MnzOa4

A morfologia das amostras particulas foram obtidas a partir de microscopia
eletronica de transmissdo por varredura (STEM) da amostra contendo 4.9% apo6s
tratamento térmico por 2 h demostraram a formacdo de nanocristais de Mn3O4, causados
pela segregacdo de Mn da hidroxiapatita (Figura 45). Os nanocristais de Mn3zO4
segregados da fase de hidroxiapatita contendo Mn apds tratamento térmico (acima, Figura
45) demostram morfologia esférica com tamanhos médios em torno de 140 nm. Os mapas
elementares obtidos por espectroscopia de raios X de energia dispersiva (EDS) mostram
a localizagdo dos nanocristais de Mn3O4 segregados da fase de hidroxiapatita contendo

Mn ap0s a calcinacdo (Figura 45, superior).
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Figura 45. Imagens de microscopia eletrdnica de transmissdo de varredura
(STEM) da amostra contendo 4,9% de Mn ap6s tratamento térmico a 1000°C/2 h. Os
mapas elementares da espectroscopia de raios X de energia dispersiva (EDS) mostram a
localizac&o dos nanocristais de MnzO4 segregados da fase de hidroxiapatita contendo Mn
apos a calcinagdo (acima). Mapas detalhados de EDS (abaixo) adquiridos em regides
distantes dos nanocristais de MnzO4 mostram a distribuigdo heterogénea de Mn ao longo

dos cristais de hidroxiapatita.

Os mapas adquiridos em regides distantes dos nanocristais de MnzOs4 mostram a
distribuicdo heterogénea de Mn ao longo dos cristais de hidroxiapatita (Figura 45,
inferior). A quantidade relativa de Mn, isto é, Mn/(Mn+Ca) % at., em duas areas distintas,

conforme detalhado na Figura 41, foi de 0,34 e 0,70%. Assim sendo, podemos sugerir
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que o tempo de 2 h utilizado para tratamento térmico ndo foi suficiente para concluir o
evento da segregacao total do Mn em nanocristais de MnzOg, visto que 0s mapas de EDS
mostraram uma distribuicdo heterogénea de Mn ao longo dos cristais de hidroxiapatita.
A quantidade relativa de Mn de 0,34 e 0,70% nos cristais de HA distantes dos nanocristais
de Mn30Os4, contribuem para as observagdes na diminuicdo dos parametros de rede da HA
com 4,9% de Mn (Figura 32), visto que o Mn?* possui raio idnico menor que o Ca?*,

causando assim uma contracdo da célula unitéria.

5.7 Testes de Citotoxicidade

A Figura 46 apresenta os valores médios de absorbancia (densidade dptica) em
570 nm para as amostras de hidroxiapatita com e sem inser¢cdo de Mn e os controles
positivo e negativo. Para a metodologia adotada, quanto maior os valores de absorbancia

maior o numero de células vivas e, por conseguinte menor a citotoxicidade.
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Figura 46. Teste de citotoxicidade das amostras. * Diferenca significativa (n =
10; p < 0,05) do controle positivo em relacdo aos demais grupos, ** diferenca
significativa do controle negativo em relacdo as amostras de HA e MnHA.

Quando se compara o0 controle positivo com todos os demais grupos é possivel
observar que ocorre diferenca significativa. No entanto, quando se compara o controle
negativo com os materiais em estudo, observa-se uma diferenca significativa com relacao

as amostras HA e 4.9% MnHA, indicando que essas amostras apresentavam uma maior
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densidade celular. A amostra 4.9% MnHA ndo apresentou diferenca significativa dentro
da margem de erro do estudo quando comparadas com HA. Vérios estudos da literatura
tem relatado HA substituidas por diferentes quantidades de manganés, desde quantidades
de alguns ppm a 11,9% em peso (HUANG et al., 2016; MAYER et al., 2010;
PALUSZKIEWICZ et al., 2010; SOPYAN et al., 2011; TORRES et al., 2014). No
entanto, é importante observar que estudos in vitro de viabilidade celular com células de
osteoblastos apresentaram resultados significativamente melhores para baixos teores de
Mn (MEDVECKY et al., 2006; TORRES et al., 2014), enquanto uma concentragio de
1% em peso de Mn foi avaliada alta e acarretou uma viabilidade celular drasticamente
menor (PALUSZKIEWICZ et al., 2010). Contrariamente, os resultados aqui relatados
apresentaram viabilidade celular para a amostra com teores de 4,9 mol% de Mn.

Com os resultados de citotoxicidade demonstraram que os materiais produzidos
ndo apresentam toxicidade para as células ap6s o contato de um dia. No entanto, torna-se
necessarios estudos celulares mais aprofundado para avaliar com maior clareza os efeitos

da adicdo de Mn na hidroxiapatita.
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Capitulo 6 - CONCLUSAO
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A insercdo Mn na estrutura da hidroxiapatita diminuiu sua cristalinidade e
aumentou as tensdes residuais promovendo forte instabilidade térmica. Os pardmetros
de rede da hidroxiapatita diminuiram com o aumento da concentracéo de Mn, e 0 eixo
c foi o mais sensivel a essa diminuicdo. De forma geral, 0 Mn induziu varias
perturbacdes ao longo dos canais hexagonais da hidroxila, seja nos sitios OH ou nos
sitios Ca2 que formam esses canais. Este comportamento indica fortemente que Mn
prefere ocupar sitios de Ca2 em baixas temperaturas, particularmente quando a rede
de hidroxiapatita € mal ordenada e tem CO3s* em uma posigdo do tipo B. Os ions
MnO4* substituiram parcialmente os sitios de PO4*. O aumento da temperatura até
800°C permitiu a liberacdo dos grupos COs> e causou um melhor ordenamento da
estrutura; por sua vez, os sitios Cal foram ocupados preferencialmente por &tomos de
Mn, enquanto os fons MnQO4> nos sitios PO4*> foram reduzidos. Acima de 800°C, 0s
atomos de Mn tenderam a ser segregados da estrutura da hidroxiapatita através dos
canais de hidroxila e formaram a fase Mn3O4. Durante esse processo difusivo, a
acomodacdo de Mn nos sitios de Ca2 tornou-se novamente favoravel. Através dos
testes de citotoxicidade podemos concluir que ambas as amostras ndo sdo citotoxicas

para as células analisadas.
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Capitulo 7 - PERSPECTIVAS PARA TRABALHOS FUTUROS
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1. Incorporagdo de Mn conjunta com outros ions como F~ ou CI', na tentativa de
aumentar o teor de Mn incorporado na estrutura da HA sem causar instabilidades térmicas
e promover ainda.

2. Estudo das propriedades magnéticas das amostras de HA contendo Mn na rede
apos o tratamento térmico a 1000°C/2 h.

3. Insercdo de Mn e outros elementos metalicos (por exemplo, Fe) através da co-
dopagem da HA, para verificar os efeitos na estrutura da HA, bem como propriedades
magnéticas do sinergismo dos elementos metélicos.

4. Estudo da resposta biolégica mais detalhadas das amostras de HA com Mn.
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9.1 FTIR (Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier)

Os espectros de FTIR das amostras sdo mostrados nas Figuras a seguir. Os
espectros demonstram bandas de absorcéo de varios grupos quimicos presentes na HA/B-
TCP.
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Figura Al. Espectros de FTIR (4000 — 400 cm™) das amostras com diferentes
concentracdes de Mn na HA: verde e 1000°C/2 h.
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