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Resumo

A razao entre hidroxiapatita e [-tricalcio fosfato em ceramicas de fosfato de calcio bifasico
é um dos fatores mais importantes na promoc¢ao da osteoinducgao e controle de biode-
gradabilidade de biomateriais, que podem ser utilizados em cirurgias reconstrutivas de
tecido 6sseo. Neste trabalho realizamos um estudo acerca da producao e caracterizagao de
ceramicas bifasicas: hidroxiapatita + [-tricalcio fosfato de origem natural, tendo como
fonte ossos de peixes da espécie tilapia de diferentes idades, que usualmente sao descartados
apos a utilizacao da carne e couro dos animais. Os ossos foram submetidos a processo
de calcinacao a 900 °C, durante 8h, seguido de moagem para obtencao do p6. A partir
das técnicas de espectroscopia Raman e FTIR e da difratometria de raios X foi possivel
distinguir a apatita biologica e componentes organicos presentes nos ossos sem calcinacao,
das fases cristalinas hidroxiapatita e g-tricalcio fosfato presentes, com auséncia total de
contetudo organico, nos ossos calcinados.

Palavras chave: Biomateriais, Ceramicas Bifasicas de Fosfato de Calcio, Hidroxiapatita.



Abstract

The ratio between hydroxyapatite and S-tricalcium phosphate in biphasic calcium phosphate
ceramics is one of the most important factors in the publicity of osteoinduction and control
of the biodegradability of biomaterials, that may be used in reconstructive surgery of bone
tissue. In this paper we conducted a study surrounding the manufacturing and characteri-
zation of biphasic ceramics: hydroxyapatite 4+ [S-tricalcium phosphate of natural origin,
having fish bones of the tilapia species of differing ages as a source, said bones are usually
discarded after the use of the flesh and hide of the animals. The bones were subjected
to a calcination process at 900 °C, for 8h, followed by a grinding to obtain the powder.
From such techniques as Raman spectroscopy, FTIR and X ray diffractometry it was
possible to distinguish biological apatite e organic components present in the bones with
no calcination, from the crystalline phases hydroxyapatite and S-tricalcium phosphates
present, with total absence of organic content, in the calcinated bones.

Keywords: Biomaterials, Biphasic Calcium Phosphate Ceramics, Hydroxyapatite
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Introducao

A histéria dos biomateriais tem origem na antiguidade, ha registro, por exemplo, que os
antigos egipcios usavam suturas feitas de tenddes de animais no corpo humano. Ja o campo
moderno dos biomateriais harmoniza diferentes areas de conhecimento, tais como Medicina,
Biologia, Fisica e Quimica [1]. Define-se um biomaterial a qualquer material ou combinagao
de materiais podendo ser de origem natural ou criados em laboratério. Atualmente é
possivel usar na criagdo de um biomaterial diversos tipos de metais, ceramicas, plasticos,
ou até mesmo vidros de forma isolada ou em compdésitos, e deve apresentar caracteristicas
especificas para substituigdo e/ou reposigao parcial ou total de regides de um individuo
devido alguma intercorréncia médica, patologia ou traumas. Para isso, eles devem possuir
propriedades similes & drea lesada [2,3].

Os biomateriais sao utilizados em sua maioria em execugoes biomédicas e que apresente
interagoes com sistemas bioldgicos, tais como substitutos dsseos. Esse produto é usado
constantemente na odontologia e ortopedia para a regeneragao 6ssea e cartilaginosa devido
a sua semelhanca com o tecido humano, estes materiais sao bem adequados para promover
a formagao de novo osso e cicatrizacao de tecido no corpo humano [2].

A regeneracao 6ssea envolve varios processos bioldgicos complexos de inducao e condugao
dssea constituindo, ainda hoje, um desafio na cirurgia de reconstrugao tecidual [4,5]. Um
implante com a biodegradabilidade desejada pode ser produzido controlando a fracao de
massa do [-fosfato triclcico (8-TCP) fase cristalina na cerdmica bifasica de fosfato de
célcio (BCP). E relevante considerar a natural génese das fases hidroxiapatita (HAp) e
juntamente com a formacao éssea, um processo dindmico no qual o aumento da idade leva
a diminuicao do percentual da S-TCP e aumento da fase HAp, com maior cristalinidade.
A utilizagdo da proporcao natural entre HAp e -TCP em BCPs desempenha o fator mais
importante na promogao da osteoindugao e controle biodegradabilidade [6-8].

A HAp (Ca1o(PO4)s(OH)3) é um reparador dsseo devido a sua semelhanga quimica
e estrutural com a fase mineral 6ssea, apresentando excelentes propriedades biologicas
tais como, biocompatibilidade, osteocondutividade e osteoindutividade, além de nao
gerar efeitos imunogénicos e inflamatérios. A HAp pode ser de origem sintética, por
processamento quimico, ou natural, por processamento de substratos bioldgicos, como
ossos de peixes e bovinos. Por outro lado, o TCP (Ca3(POy)s) é um material implantavel
que gradualmente se dissolve no corpo. As trocas i6nicas de fons Ca’T e PO}~ sdo
responsaveis por determinar o potencial osteoindutor do material [9,10].

Em geral, as cerdmicas BCP sao preparadas por mistura mecénica de pés de HAp
e B-TCP em proporgoes selecionadas, ou por métodos quimicos que produzem HAp
deficiente em célcio, e podem ser classificados em quatro categorias: método seco; método
quimico tmido; técnica de alta temperatura, e sintese de fontes biogénicas. Dependendo
do processamento, a taxa de biodegradagao/dissolugdo de BCP pode ser influenciada
por fatores como cristalinidade e morfologia do precursor pés (HAp e 5-TCP) e fatores
relacionados a porosidade, tamanho dos poros e interconectividade e estabilidade do
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material no corpo ambiente [11].

O tratamento térmico em alta temperatura, chamado de calcinacao, é um processo de
particular importancia porque elimina a matéria organica em ossos, que nao foi removida
em outros processos; por este motivo, tem-se analisado a influéncia da temperatura nas
propriedades estruturais, morfologicas e vibracionais da HAp obtida a partir de ossos. Ha
estudos que relatam aumento do grau de cristalinidade e do tamanho do cristal com a
temperatura, ao contrario do que ocorre com porosidade. Acima de 700 °C é possivel
eliminar todos os constituintes da matriz organica em osso, proteinas e gorduras, além de
promover aumento na cristalinidade da HAp [9, 10].

Neste estudo serao utilizados ossos, com e sem calcinagao a 900 °C, de peixes da espécie
tilapia (Oreochromis niloticus) com idades de ~ 90, ~ 120 e maior que 360 dias, para
obtengao e avaligdo de cerdmicas de fosfato de célcio bifasicas (HAp + [3-TCP]).
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Objetivos

O objetivo geral deste trabalho foi realizar anélise de ossos de peixes da espécie tilapia
(Oreochromis niloticus), com diferentes idades, submetidos ou nao a calcinag¢ao a 900 °C.
As técnicas empregadas para alcancar este objetivo foram as espectroscopias vibracionais
FTIR-ATR e Raman e a difratometria de raios X.

Objetivos Especificos:

o Revisao bibliografica sobre biomateriais e metodologias experimentais utilizadas;

o Extrair as fases cristalinas HAp e S-TCP dos ossos de peixe tildpia por meio da
calcinacao seguida de moagem:;

o Avaliar os efeitos da calcinacdo nos ossos de peixes;

o Avaliar os ossos de peixe de acordo com a idade quanto a presenca das fases HAp
e 0-TCP na forma de p6 usando as técnicas de DRX e espectroscopias Raman e
FTIR-ATR;

o Avaliar as propriedades fisicas dos compostos de CaP, HAp e S-TCP dos ossos de
tilapia em diferentes idades, antes e apos a calcinagao.
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CapriTULO 1

Fundamentacao Teérica

1.1 Biomateriais

1.1.1 Breve Historico

Os biomateriais sao amplamente utilizados e estudados em diversas adreas do conhe-
cimento, suas maiores atuagoes sao na medicina, na odontologia e na biotecnologia. A
palavra “biomaterial” ndo era formalizada e os biomateriais como conhecemos atualmente
nao existiam ha apenas 60 anos atras. A fabricacao de dispositivos médicos estava limi-
tada a préteses externas, dispositivos de fixacao de fraturas, obturagoes e dispositivos
dentarios. Nao existia nenhum processo formal como atualmente se tem para a definicao
de um biomaterial, ou seja, que ele apresente biocompatibilidade, biodegradabilidade,
biofuncionalidade e outras propriedades [1].

A utilizacdo de biomateriais ndo é recente e o uso deles para tratamentos de tecidos
doentes é muito antigo. Fazer a substituicao, por exemplo, de perdas dentarias foi um
desafio para diversas civilizagoes, que necessitou de variadas tentativas até conseguir fazer
essas substituigoes de dentes perdidos. Com isso se teve descobertas que comprovam
uso de diversos tipos de materiais diferentes, em tempos com pouquissima ou nenhuma
tecnologia como conhecemos para se reparar alguma parte e/ou tecido do corpo.

O fragmento de implante dentario mais antigo encontrado no mundo foi descoberto
em pesquisas sobre a civilizacao Maia em Honduras. Eles criaram dentes de Madrepérola
a partir de conchas do mar em cerca de 600 d.C., na Figura 1 podemos observar que
a mandibula apresenta trés fragmentos de conchas (formato de setas) no lugar natural
dos incisivos inferiores. Com essa descoberta, anos depois foi possivel comprovar forma-
¢do Ossea em torno dos implantes de conchas, o que agora refere-se como osteointegracao,
podemos dizer basicamente que é uma integragdo do material com o osso [12].

Figura 1: Fotografia de um fragmento de mandibula encontrada em Honduras no ano de
1931. Implante dentario mais antigo encontrado no mundo e data de aproximadamente
600 d.C. [13]
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Mesmo sem a ciéncia dos materiais como conhecemos atualmente, ja havia naquela
época compreensao biologica ou médica por detras destes procedimentos. O sucesso
dos procedimentos é impressionante e destaca dois pontos: a natureza adaptativa do
corpo humano mesmo em tempos pré-historicos para restauracao das fungoes perdidas
de partes fisiolégicas/anatémicas do corpo com um implante. Atualmente, temos um
campo inteiramente novo e focado em pesquisas para o desenvolvimento de biomateriais
com parceria em diversos outros campos do conhecimento. Os biomateriais estao sendo
largamente estudados, desenvolvidos e utilizados em diferentes dreas médicas [1].

A linha do tempo em relacao aos biomateriais possui trés geracoes consolidadas e
datadas e, uma quarta geragao em ascensao (Figura 2). Para classificar cada periodo e
materiais pertencente a ele sao utilizados de protocolos especificos.

Linha do .

Tempo
1? Geracio
L]
Bioinertes

3000a.C. 22 Geragido

Bioativos e
reabsorviveis 37 Geragio
1960 Engenharia i
de Tecidos 42 Geragido
1980 Biofabricagao
2000

A Evolucao dos Biomateriais:
Da Antiguidade até a Medicina Regenerativa

Figura 2: Esquematizagdo da evolugao temporal das caracteristicas dos biomateriais.

O objetivo da primeira geragao, bioinertes, foi alcan¢ar uma combinagao adequada entre
suas propriedades funcionais com as do tecido substituido, sem uma resposta prejudicial
por parte do hospedeiro (Figura 3), ou seja, eles provocavam uma resposta minima a partir
dos tecidos do hospedeiro, portanto, eles foram considerados biocompativeis [14].

Figura 3: Antigo polegar de madeira egipcio de 3.000 anos de idade é chamada de “Greville
Chester Great Toe” e é um dos dispositivos de protese mais antigos conhecidos por
cientistas. [15]
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A segunda geracao de biomateriais evoluiu dos primeiros biomateriais, e destina-se a
provocar uma reac¢ao controlada com os tecidos nos quais foram implantados, a fim de
induzir um efeito terapéutico desejado. A segunda geracao de biomateriais ainda inclufa o
desenvolvimento de biomateriais reabsorviveis, com taxas de degradacao adaptadas aos
requisitos de uma aplicagdo pretendida (Figura 4). Assim, a interface discreta, entre o
local do implante e o tecido hospedeiro pode ser eliminada em longo prazo, porque o
material estranho seria em tltima analise degradado [16].

Figura 4: Particulado do biomaterial Bio-Oss® utilizado para a técnica de enxerto 6sseo
que conduzem a regeneragao éssea. [17]

A terceira geracao de biomateriais, tem o objetivo de apoiar e estimular a regeneracao
do tecido funcional. Ao longo de toda a histéria humana, a habilidade médica para
realmente regenerar tecidos (Figura 5) e 6rgaos perdidos, devido a uma doenga ou trauma,
era essencialmente inexistente; o papel do médico, no passado, estava aliado a medidas
paliativas (aliviar os sintomas sem curar). Atualmente, com os avancos nas ciéncias,
engenharia de tecidos e da medicina regenerativa, parece que a verdadeira substituicao
por tecido vivo serd possivel [18].

Figura 5: Nanotecnologia de engenharia de tecidos auxiliando na criacao de células nervosas
crescidas em malhas poliméricas biodegradaveis para reparos, reconstituicoes, construgoes
de tecidos, érgaos e outras partes do corpo. [19]
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Podemos falar ainda em uma quarta geracao dos biomateriais que seria a da biofa-
brica¢ao. Assim, terfamos biomateriais (materiais sintéticos) e biomoléculas (substancias
indutoras e reguladoras do crescimento celular) para a formagao de tecidos ou érgaos,
como podemos ver na Figura 6 um exemplo. E uma forma de transformar modelos
tridimensionais virtuais, projetados no computador, em modelos fisicos reais, como uma

impressao tridimensional [20].

Figura 6: Impressao 3D de rede com grandes e pequenos vasos sanguineos necessarios para
fornecer sangue a um tecido implantado. [21]

Essa nova classe de tecnologia, apesar de recente, é amplamente consolidada no mundo
como uma ferramenta eficaz no desenvolvimento de produtos e em aplica¢des industriais
especiais. Portanto, a uniao da fabricagao aditiva com os conceitos basicos da engenharia
tecidual deu origem a esse novo ramo da engenharia tecidual chamado de biofabricagao [22].

1.1.2 Definicao de Biomateriais

Por definicao, biomaterial é qualquer material ou combinac¢ao de materiais, naturais
ou nao, utilizadas em aplicagoes biomédicas e que interagem com sistemas bioldgicos, que
tratam, aumentam ou substituem quaisquer tecidos, érgaos ou fungées do corpo [2].

Pode-se dizer que o objetivo principal de um biomaterial é ser utilizado em execugoes
biomédicas que apresentam interagoes com sistemas biolégicos como, por exemplo, subs-
tituir orgaos, tecidos, substitutos 6sseos e membranas de coldgeno. Isso se deve a sua
semelhanca com o tecido humano, estes materiais sao bem adequados para promover a
formacao de novo osso e cicatrizacao de tecido no corpo humano, pois, eles sdo integrados
no tecido durante o processo de cicatrizacao ou sao decompostos gradualmente pelos
processos metabdlicos do organismo [2,23].

Para se fazer a escolha de um biomaterial, antes de ser usado em aplicagoes clinicas,
¢ necessario que o biomaterial passe por procedimentos e uma investigacao sobre a
sua biocompatibilidade e seguranca biologica. As caracteristicas mais importantes para
selecionar um material para utilizacdo médica é a biocompatibilidade, auséncia de efeitos
nocivos ou toxicos para o organismo e propriedades biomecanicas. De forma geral, um
biomaterial € um material que interaja com os tecidos nos quais é implantado, mantendo
a sua estrutura e propriedades, sem provocar alteragoes no meio fisiologico envolvido [24].
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Assim, os trés requisitos fundamentais para escolher um composto com a finalidade de
ser usado como biomaterial é observar se apresentara:

« Biocompatibilidade: O efeito do ambiente organico no material e efeito do material
no organismo, assim pressupoe que a aplicacao clinica de um biomaterial ndo cause
reacoes adversas, toxicas ou carcinogénicas ao paciente;

« Biodegradabilidade: fen6meno em que o material é degradado ou solubilizado
em fluidos tissulares, a velocidade de degradacao do material sao caracteristicas
desafiadoras para o desenvolvimento e fundamentais para a escolha de um biomaterial;

« Biofuncionalidade: o material precisa apresentar propriedades fisicas e mecanicas
que o permitem desempenhar a fungao na qual foi designada a cumprir inicialmente.

1.1.3 Classificacao e Propriedades dos Biomateriais

E possivel classificar os biomateriais de diferentes formas, nas quais sio levadas em
consideracao diferentes pontos de interesse. Pode-se considerar o comportamento biolégico
e/ou da composi¢ao quimica do biomaterial para fazer a classificagdo. A classificagao
bioldgica ¢ baseada na resposta organica apoés a implantacao do biomaterial, enquanto a
quimica depende das suas propriedades intrinsecas [23,24].

Atualmente hd uma ampla gama de biomateriais disponiveis para a modelagem de
implantes 0sseos, incluindo solugoes que combinam dois ou mais materiais, com diferentes
durabilidades. Cada categoria de biomateriais possui propriedades distintas que lhes
conferem vantagens e desvantagens, e que determinam sua aplicabilidade em cada caso [23].
Podemos separar os tipos de biomateriais em quatro grandes grupos como mostrado na
Figura 7:

CLASSIFICACAO DE BIOMATERIAIS

CERAMICOS POLIMERICOS

BIOMATERIAIS

~

COMPOSITOS

Figura 7: Fluxograma que classifica os biomateriais em grupos especificos de acordo com
a sua composigao, sendo eles: metdlicos, poliméricos, cerdmicos e compésitos. [Fonte:
Autor.]
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Na sequéncia, é possivel entender melhor essa separac¢ao, exemplificando caracteris-
ticas e as diferencas dos biomateriais de acordo com o tipo de material que os compoe
predominantemente.

1.1.4 Metais e Ligas Metalicas

Entre os diferentes tipos de matérias-primas existentes para a obter biomateriais, a
classe dos metais se destaca por apresentar excelente desempenho mecanico, como alta
resisténcia a fratura. Devido a estas caracteristicas, os metais tém sido amplamente
utilizados como componentes estruturais visando a substitui¢ao, refor¢o ou estabilizacao
de tecidos rigidos, os quais sao constantemente submetidos a altas cargas de tragao e
compressao [5,25].

Os materiais mais comuns incluem platina, titanio e suas ligas. A platina é utilizada
principalmente em dispositivos médicos implantaveis, como marcapassos, devido a sua alta
resisténcia a corrosao e a sua biocompatibilidade. O titanio e suas ligas sdo frequentemente
utilizados em implantes dentarios, proteses de quadril, joelho e outros dispositivos ortopé-
dicos, devido a sua excelente resisténcia a tracao, biocompatibilidade e baixa densidade.
Metais nobres, como o ouro e a prata, também implementados na area da satude, porém
com custos mais elevados [23,25].

1.1.5 Polimeros

Os polimeros sao biomateriais sintéticos semelhantes aos plasticos, porém possuem
propriedades biolégicas e mecanicas superiores que atestam sua funcao e aplicagao. Estao
entre os mais empregados no ambito médico e sao mais faceis de serem fabricados pelo
fato de apresentarem propriedades para produzir formas variadas [5].

A caracteristica de destaque desses materiais é a sua baixa densidade, que permite a
substituicao de tecidos moles, assim como flexibilidade e biodegradacao. Além do mais, os
polimeros também podem ser aplicados como fibras musculares, como bioadesivos para
crescimento celular, como auxiliadores na dispensa de medicamentos dentro do corpo de
forma mais ativa como bioativos [26].

A utilizagao de materiais poliméricos é mais favoravel do que a dos metalicos porque
a diferenca de elasticidade entre o implante e o osso acaba sendo mais reduzida, por
consequéncia, diminui a tensdao de contacto e a reabsor¢ao 6ssea. Outro ponto, muitos
polimeros sao capazes de degradacao e através desse processo os implantes poliméricos
podem ser gradualmente substituidos pelo tecido hospedeiro, reduzindo assim a necessidade
de uma segunda intervengao para remover o implante [23].

1.1.6 Materiais ceramicos

As ceramicas incluem um amplo campo de aplicagdo que se deve as propriedades
cristalograficas e a superior compatibilidade quimica das ceramicas com o meio fisioloégico
e com tecidos rigidos, como ossos e dentes [27].

Sao biomateriais sélidos formados por elementos metalicos e nao-metalicos e, suas
propriedades provém de sua estrutura cristalina, que por sua vez depende da sua composi¢ao
quimica e do processo de manufatura. Os materiais ceramicos sao utilizados em diversas
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areas tecnoldgicas por serem: resistentes ao desgaste e a ataques acidos; estaveis a altas
temperaturas; isolantes térmicos e eléctricos [27,28].

Na area médica, as ceramicas abrangem diversas areas sendo utilizadas como instru-
mentos de diagnostico, proteses ortopédicas, dispositivos para a reconstrucdo odontolégica
e preenchimentos 6sseos. Também temos as ceramicas a base de zirconio ou hidroxiapatita
que sao utilizadas como biomateriais capazes de reforcar ou substituir estruturas dsseas
devido a sua resisténcia ao desgaste [23].

1.1.7 Compoésitos

Os biomateriais compositos sdo materiais feitos de duas ou mais fases diferentes,
geralmente uma matriz polimérica, refor¢co de cerdmica ou metal, com o objetivo de
combinar as vantagens de ambos para criar um material com caracteristicas especificas.
Os compdsitos sao amplamente utilizados na medicina regenerativa na forma de implantes
ortopédicos, dentarios e dsseos, devido a sua alta resisténcia mecéanica, biocompatibilidade,
bioatividade e & sua capacidade de promover a regeneracao tecidual [29].

Entre os biomateriais compédsitos mais estudados, destaca-se a hidroxiapatita (HAp),
que é um material ceramico de fosfato de calcio encontrado naturalmente no tecido
6sseo. Os biomateriais compositos que incorporam HAp como um dos componentes
sao particularmente interessantes, pois combinam a resisténcia mecanica dos materiais
compdsitos com as propriedades bioativas da HAp [30].

Além disso, a hidroxiapatita também é combinada com outros materiais ceramicos,
como a tricalcio fosfato (TCP), para criar compésitos com propriedades mecénicas e
biologicas tinicas. Esses compositos sao capazes de liberar ions de célcio e fésforo, que
podem estimular a formagao de tecido ésseo [28].

1.2 Fosfato de Calcio

1.2.1 Sintéticos e Naturais: método de fabricacao dos fosfatos
de calcio

Os fosfatos de cédlcio sdo compostos quimicos que contém céalcio e fésforo em sua
estrutura, essenciais na formacgdo e manutencdo dos ossos e dentes. Existem dois tipos
de fosfatos de calcio: os sintéticos e os naturais. Eles sao amplamente utilizados na
fabricacao de produtos para cuidados com a saude, como implantes 6sseos, medicamentos
e suplementos [31].

Os fosfatos de calcio sintéticos sao fabricados em laboratorio por meio de processos
quimicos controlados, precipitacao quimica e a hidrotermal, utilizando-se matérias-primas
de origem mineral, como o acido fosférico e o carbonato de célcio, por exemplo. Na
precipitacao quimica, solugoes aquosas contendo calcio e fosfato sao misturadas, resultando
na formacao de cristais de fosfato de calcio. Na hidrotermal, as rea¢ées quimicas ocorrem
em altas temperaturas e pressoes em solucoes aquosas, resultando na formacgao de cristais
de fosfato de calcio. Esse método de produgao garante a pureza e a uniformidade do
produto, além de permitir o controle de suas propriedades fisicas e quimicas [32,33].

Ja os fosfatos de calcio naturais sdo encontrados em diversas formas, depdsitos minerais,
rochas sedimentares e guano de aves. A apatita natural que é extraida por meio de
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mineracao é um mineral encontrado em tecidos duros, como ossos e dentes, e tem sido usada
como um biomaterial para regeneragao 6ssea. Os fosfatos de célcio naturais apresentam uma
composicao quimica mais variavel e podem conter impurezas que afetam suas propriedades.
Por essa razao, eles sdo purificados e processados em diferentes formas, como pé, granulos
ou particulas [34,35].

Os fosfatos de calcio sintéticos tém a vantagem de poderem ser fabricados com pureza e
caracteristicas especificas, o que é importante para a producao de materiais biomédicos de
alta qualidade. No entanto, os fosfatos de calcio naturais ainda sao amplamente utilizados
na industria devido a sua disponibilidade e menor custo [32].

1.2.2 Hidroxiapatita natural

A HAp é um mineral composto principalmente de célcio, fésforo e oxigénio, que é
encontrado naturalmente no corpo humano. A sua estrutura cristalina é do tipo hexagonal,
sendo composta por uma rede tridimensional de fons de célcio e fosfato ligados por grupos
hidroxila (OH—). A férmula quimica da HAp é Cay0(PO4)s(OH)2. A hidroxiapatita
natural é uma forma cristalina e altamente organizada desse mineral, que confere rigidez e
resisténcia aos ossos e dentes [24,32,36].

Figura 8: Arranjo da estrutura da célula unitéria da hidroxiapatita HAp. [37]

A razdo molar Ca/P é a relagao entre a quantidade de célcio (Ca) e fésforo (P) presentes
em uma amostra. E frequentemente usada para avaliar a mineralizacao dssea, uma vez que
a hidroxiapatita, o principal componente mineral do osso, é composto principalmente de
calcio e fosforo. A razao Ca/P na HAp é de 1,67, o que significa que a cada fon de fosfato
(PO4)* na estrutura, ha cerca de 1,67 {ons de cédlcio (Ca®T) para equilibrar a carga.
Essa proporc¢ao é considerada importante para manter a estabilidade e as propriedades
biolégicas da HAp no corpo humano [38,39].

O indice de cristalinidade da HAp é uma medida da quantidade de material cristalino
em uma amostra, em relagdo a quantidade total de material. E frequentemente usado
em andalises de materiais inorganicos, como minerais, ceramicas e materiais de construgao.
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O indice de cristalinidade pode ser determinado por meio de técnicas como difracao de
raios X e espectroscopia de infravermelho. E uma medida relativa, e geralmente é expresso
como uma porcentagem, em relacdo a quantidade total de material na amostra [39,40].

A morfologia da hidroxiapatita é altamente variavel, dependendo das condic¢oes de
sintese e processamento, além de ser importante para suas propriedades bioldgicas [41].
Na Figura 9 vemos que em geral, a hidroxiapatita pode assumir uma variedade de formas
cristalinas, incluindo prismas, agulhas, esferas, placas, granulos e particulas esféricas.

Figura 9: Micrografia de nanoparticulas de HAp com diferentes morfologia e estruturas. [42]

A forma e o tamanho das particulas de hidroxiapatita podem afetar significativamente
suas propriedades fisicas e bioldgicas, incluindo a solubilidade, a capacidade de adsorgao e
o comportamento de degradacao [23].

1.2.3 Hidroxiapatita natural a partir de ossos de bovinos e de
peixes

A obtencao da hidroxiapatita pode ser realizada a partir de diferentes fontes, como
0ss0s bovinos e peixes.

Um estudo realizado sobre a hidroxiapatita natural que avaliou as propriedades fisico-
quimicas e biologicas de hidroxiapatita obtida a partir de ossos bovinos, mostrou resultados
que a hidroxiapatita apresentava alta pureza e cristalinidade, além de ser capaz de estimular
a adesao e proliferagao de células Gsseas in vitro. O material Bio-Oss® (Figura 10) é
produzido a partir da hidroxiapatita extraida dos ossos de boi e é o substituto 6sseo lider
usado em odontologia no mundo inteiro [43,44].

A utilizagdo do Bio-Oss® tem se mostrado segura e eficaz, com poucos efeitos adversos
relatados. Estudos também demonstram a eficacia do Bio-Oss® em diversos procedimentos
cirargicos, como na reconstru¢ao da mandibula, no preenchimento de cavidades dsseas e
na fixagdo de implantes dentarios [45].
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Figura 10: Imagem ampliada em 50x do biomaterial Geistlich Bio-Oss® para enxerto
dsseo. [46]

Ja os ossos de tilapia, por exemplo, sdao uma fonte alternativa para a obtencao de
hidroxiapatita, apresentando vantagens em relacao aos ossos bovinos, como menor custo e
menor risco de transmissdo de doencas como a encefalopatia espongiforme bovina (EEB).
O processo de obtengao de hidroxiapatita a partir de ossos de peixe geralmente envolve a
remoc¢ao da matriz orgdnica por meio de tratamentos térmicos e quimicos, seguida por
processos de purificacao e cristalizagao. A utilizacao de ossos de peixe como fonte de HAp
pode ter vantagens econoémicas, ja que a producao de HAp a partir de ossos humanos ou
animais maiores pode ser mais cara [47,48]. A Figura 11 mostra diversas formas que a
hidroxiapatita pode ser confeccionada para ser utilizada como enxerto e outros.

Figura 11: Diferentes formas de apresentagao da Hidroxiapatita: granulados, bloques e
esferas. [49]

Além de apresentar vantagens em termos de custo e sustentabilidade, a hidroxiapatita
obtida a partir de ossos de peixe de tilapia tem mostrado resultados promissores em estudos
de comportamento bioldgico. Em um estudo com ratos, por exemplo, foi observado que o
implante de hidroxiapatita obtida a partir de ossos de tildpia estimulou a formacao de
tecido 6sseo, apresentando resultados semelhantes aos obtidos com hidroxiapatita sintética.
Outros estudos tém demonstrado a eficacia da hidroxiapatita obtida a partir de ossos de
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tilapia no tratamento de defeitos 6sseos em diferentes regides do corpo, como mandibula,
cranio e fémur [50].

A obtencao da hidroxiapatita por sintese quimica pode gerar residuos toxicos e demandar
um grande consumo de energia, o que pode impactar negativamente o meio ambiente.
Porém, ha alternativas mais sustentaveis, como a obtencao de hidroxiapatita a partir de
residuos de origem animal, como os ossos de tilapia, podendo contribuir para a reducao do
desperdicio de recursos naturais e para o desenvolvimento de praticas mais sustentaveis na
area da saude [51].

1.2.4 Aplicacoes da HAp natural como biomaterial

A hidroxiapatita é amplamente utilizada na medicina e na odontologia como biomaterial
devido a sua compatibilidade biolégica e capacidade de ser integrada ao tecido 6sseo e
dentdrio, ela ndo é toxica e nao provoca reagoes adversas no organismo. A HAp também
é utilizada na engenharia de tecidos para a producgao de suportes para o crescimento de
células e tecidos, por possuir a capacidade de interagir com as células ésseas, promovendo
a regeneragao 6ssea e a reparagao de lesoes [52].

Além de sua importancia biologica, a hidroxiapatita tem sido estudada e utilizada
em diversas aplicacoes biomédicas, como implantes dsseos, revestimentos para proteses e
como material para regeneracao 6ssea. Algumas das aplicagdes médicas da ceramica de
hidroxiapatita incluem:

« Enxertos 6sseos: sao frequentemente utilizados como material de enxerto dsseo
para preencher defeitos Osseos ou para promover a regeneragao 0ssea em areas
danificadas. A HAp é compativel com o tecido ésseo natural e, com o tempo, é
gradualmente substituida pelo novo osso formado.

« Revestimentos de superficie: é frequentemente usada como revestimento em
implantes metalicos para melhorar a biocompatibilidade e a osteointegracao do
implante. A ceramica de hidroxiapatita tem a capacidade de aderir fortemente &
superficie metalica e promover a formacgao de novo tecido 6sseo em contato com o
implante, além de atuar como revestimento de superficie em préteses articulares
para reduzir o desgaste e melhorar a adesao.

o Materiais para preenchimento de defeitos: pode ser usada como material
de preenchimento em defeitos dsseos, como na regiao maxilo facial, devido a sua
capacidade de promover a formacao de novo osso. A HAp pode ser moldada
em diferentes formas e tamanhos, tornando-a um biomaterial versatil para varias
aplicagoes.

o Implantes dentarios: é utilizada em implantes dentarios para melhorar a osteoin-
tegracao do implante e a estabilidade a longo prazo. A hidroxiapatita tem mostrado
ser eficaz na promocao da formacao de novo tecido 6sseo ao redor do implante e na
prevencao da reabsor¢ao dssea.

Em resumo, a HAp produzida a partir de ossos de peixe pode ser uma alternativa
viavel e promissora para a producao de biomateriais com capacidade de osteointegragao e
bioatividade [53-55].
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1.2.5 Fases HAp e 5-TCP na idade do peixe

As fases HAp e fosfato tricalcico beta (5-TCP) estao relacionadas a mineralizagao do
esqueleto do peixe. A mineralizagdo 6ssea é um processo fundamental para a formacao
e manutencio da estrutura éssea em animais vertebrados. E um processo complexo que
envolve uma série de eventos bioquimicos e celulares que ocorrem ao longo do tempo.
Envolve também a deposi¢do de minerais, principalmente fosfato de calcio, em uma matriz
extracelular rica em coldgeno [56,57].

Em geral, os peixes apresentam uma fase inicial de mineralizagao 6ssea, em que ha
uma predominancia de S-TCP. Durante o processo de mineralizagao 6ssea, o S-TCP é
depositado nos ossos em uma fase inicial, e posteriormente é convertido em HAp por meio
da incorporacao de ions de fosfato e calcio. Com o tempo, a propor¢ao de HAp aumenta,
enquanto a de S-TCP diminui, e isso esta relacionado ao aumento da resisténcia e da
rigidez 6ssea. A mineralizacao é influenciada por diversos fatores, como a espécie do peixe,
a temperatura da dgua, a alimentacao e a idade [58].

E possivel fazer algumas consideracoes gerais sobre a relacio entre idade do peixe e
as fases de HAp e 8-TCP. Em geral, os peixes jovens apresentam um esqueleto ainda em
desenvolvimento, com predominancia da fase de S-TCP e a medida que o peixe cresce e
amadurece, a fase de HAp comeca a se desenvolver. A transicio entre as fases de 5-TCP
e HAp pode variar de espécie para espécie e é influenciada pelos fatores mencionados
acima [58, 59].

As fases de HAp e S-TCP estao relacionadas a mineralizagao 6ssea do peixe e, em
geral, a propor¢cao de HAp aumenta e a de S-TCP diminui com a idade e o envelhecimento
do peixe [58].

1.3 Espectroscopia Vibracional

Na espectroscopia vibracional a identificagdo dos modos vibracionais de uma molécula e
a detecgao das vibracoes moleculares ocorrem pela absorcao da radiacao na regiao espectral
do infravermelho (IR) ou pelo espalhamento ineldstico da luz por uma molécula na faixa da
radiacdo visivel e ultravioleta. A espectroscopia vibracional pode ser utilizada para analisar
gases, liquidos e solidos, sendo amplamente utilizada para examinar materiais inorganicos
e organicos. Cada espécie quimica fornece um espectro que é como sua impressao digital,
permitindo sua identifica¢ao [60].

O interessante é que a diferenca de energia entre a radiacao incidente e a espalhada
corresponde & energia com que atomos presentes na area estudada estao vibrando, e essa
frequéncia de vibracao permite descobrir como os atomos estao ligados, conhecendo sobre
sua geometria molecular e permitindo, inclusive, a diferenciagao de polimorfos (substéncias
que tem diferentes estruturas), portanto, diferentes propriedades, apesar de terem a mesma
férmula quimica [61].

A espectroscopia vibracional utiliza a interacao da luz com as moléculas para estudar
as vibragoes moleculares, as quais se dividem em dois grupos principais: estiramento e
deformacao. A Figura 12 ilustra alguns destes modos de vibragoes.

o O estiramento ocorre quando as ligacoes quimicas da molécula se esticam e encolhem
em resposta a radiacao eletromagnética no mesmo plano. As vibragoes de estiramento
podem ser de dois tipos: simétricas e assimétricas. As vibragoes simétricas ocorrem
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quando os dois lados da ligacao se esticam e encolhem da mesma maneira, enquanto
as vibragoes assimétricas ocorrem quando um lado da ligacao se estica mais do que
o outro.

o As vibragoes de deformacao ocorrem quando os angulos de ligacao da molécula
se alteram em resposta a radiagao eletromagnética, podendo ocorrer no plano ou
fora do plano. As vibragoes de deformacao podem ser de dois tipos: degeneradas e
nao degeneradas, sendo as degeneradas quando dois angulos de ligacao mudam em
dire¢bes opostas, enquanto as nao degeneradas quando apenas um angulo de ligacao
muda.

Estiramento
<4— Simétrica—P —P Assimétrica —Pp
Deformacoes

i’\ (—\4 f\J (\/

Simétrica Assimétrica

Simétrica Fora do Plano Assimétrica Fora do Plano

Figura 12: Modos de vibragao molecular. Os sinais X e ® indicam movimentos para dentro
e para fora do plano do desenho, respectivamente. [62]

Simplificando, as vibra¢oes moleculares podem ser classificadas de duas formas: vibra-
¢oes de estiramento (stretching) e de deformacao angular (bending), conforme mostrado
na Figura 12. Os estiramentos sdo oscilagoes radiais das distancias entre os nicleos, ja
as deformagoes envolvem mudancas dos angulos entre as ligagoes ou, como no modo de
deformacao assimétrica fora do plano, altera¢des do angulo entre o plano que contém as
ligagoes e um plano de referéncia [63].

1.3.1 Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman é uma técnica fotonica que fornece informacodes quimica
e estrutural de compostos organico ou inorganico. O fenémeno do "efeito Raman" foi
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observado experimentalmente pela primeira vez em 1928 por Chandrasekhara Venkata
Raman, entdo em sua homenagem essa técnica foi batizada com seu sobrenome [64]. Este
fendomeno depende da luz monocromatica que é espalhada ao incidir sobre o material a ser
estudado, onde a maior parte da luz espalhada também apresenta a mesma frequéncia
incidente. Somente uma pequena porcao da luz é espalhada inelasticamente frente as
rapidas mudancas de frequéncia, devido a interacdo da luz com a matéria, o que é
uma caracteristica intrinseca do material analisado e independente da frequéncia da luz
incidente [65].

Nivel eletronico

excitado :
ok ‘el Sadafata i B g b = g B estado virtual

Nivel eletronico
fundamental A 4 v "

() (b) (©

(]
o

Figura 13: Diagrama com o espalhamento de luz em trés situagoes: (a) espalhamento
ineldstico (regiao Stokes); (b) espalhamento elastico (Rayleigh); (c) espalhamento ineldstico
(regiao anti-Stokes). [66]

A Figura 13 ilustra os mecanismos que ocorrem no processo de espalhamento de luz
na espectroscopia Raman. O espalhamento Rayleigh por conter somente a frequéncia de
radiacao incidente é oriundo da colisao elastica de fétons com a molécula. Desta forma, o
foéton espalhado possui a mesma energia do féton incidido, consequentemente a mesma
frequéncia. Este efeito acontece quando a molécula esta no estado fundamental, é atingida
por um f6ton e excita-se. Ao decair, ela retorna para o seu estado de energia inicial [67,68].

No espalhamento inelastico de fétons, no qual o efeito Raman baseia-se, a molécula em
seu estado fundamental é perturbada por um féton, transitando do estado fundamental
para um estado “virtual” de energia da molécula. Este estado ¢ dito virtual devido a
interacao da energia da radiagao e a nuvem eletronica da molécula, o qual possui um
tempo de vida muito curto, e como o estado nao é estavel a radiagdo logo é emitida como
radiagdo espalhada. Assim, este estado de interagdo entre a radiagdo e a nuvem eletronica
¢ chamado de estado virtual [67,69].

Quando a molécula retorna ao estado fundamental, o féoton espalhado pode ter energia
maior ou menor que a do fo6ton incidente. Quando a energia do féton espalhado é menor,
temos que o nome dado ao espalhamento é Stokes e quando o fo6ton espalhado possui energia
maior, este recebe o nome de anti-Stokes. Para que ocorra efeito Raman é necessario que
ocorra varia¢ao na polarizabilidade da molécula [67,69].

1.3.2 Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fou-
rier (FTIR)

A radiacgao infravermelha foi descoberta por Herschel, em 1800, mas somente 100 anos
mais tarde foi utilizada por Coblentz para se obter espectros de absor¢ao no infravermelho,
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o qual obteve espectros de muitos compostos organicos em estado sélido, liquido e vapor.
A absorcao no infravermelho ocorre quando a frequéncia da radiacao incidente estiver em
ressonancia com a frequéncia de vibracao da molécula, desde que haja variacao de seu
momento de dipolo elétrico [70]. O instrumento fundamental em um espectrometro de
FTIR ¢ o interferometro, que pode ser conferido na Figura 14:

|
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\_ Compartimento de amostra ) E04.= espelho movel

Figura 14: Esquema de um espectrometro de FTIR utilizado. [71]

Um interferdmetro é constituido de um divisor de feixes que reflete e transmite parcial-
mente a radiagdo que o atinge e de dois espelhos, sendo um fixo e outro que se movimenta
constantemente com uma frequéncia fixa. A fonte de excitagdo emite radiagdo no in-
fravermelho composta de diferentes frequéncias, que incide no divisor de feixes, sendo
parcialmente refletida ao espelho fixo e parcialmente transmitida ao espelho mével, apos
as reflexdes nos espelhos estas se recombinam novamente no divisor de feixes e se pro-
pagam até a amostra, e entao a radiagao nao absorvida pela amostra é direcionado ao
detector. A utilizagdo do interferémetro ao invés de elementos dispersivos dinamiza o
processo de medida, ja que todas as frequéncias transmitidas pela amostra sao detectadas
simultaneamente [67,72].

Com a oscilagdo constante da posi¢ao do espelho movel, os feixes combinados podem
estar em fase ou defasados, resultando em um interferograma com maximos e minimos de
intensidade. Entretanto, o interferograma é uma func¢ao descrita no espago temporal, nao
fornecendo diretamente informagoes com relacdo aos modos vibracionais das moléculas da
amostra, sendo assim é realizada a transformada de Fourier no sinal detectado convertendo o
interferograma em espectro no espago das frequéncias, que mostra a variacao da intensidade
transmitida pela amostra em fungao da frequéncia, sendo esta proporcional & energia.
Cada pico em um espectro de absorcao no infravermelho indica um modo vibracional da
amostra, que pode ser chamado de infravermelho ativo, nem todas as ligagdes quimicas
presentes nas amostras mostram picos no espectro de infravermelho, pois para isso é
necessario que o momento de dipolo da ligagao entre os atomos varie durante a interagao
com o campo elétrico da radiagao incidente [61].

A espectroscopia FTIR é uma técnica muito versatil permitindo a medida em materiais
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opticamente opacos e transparentes, e ainda em fase liquida, sélida ou gasosa, pois aos
espectrofotometros podem ser acoplados acessorios, tais como o de reflectancia total
atenuada (ATR), chamada entao de espectroscopia FTIR-ATR. Nesta configuragdo um
feixe de infravermelho é focado em um cristal com alto indice de refracao, tais como
seleneto de zinco, germéanio ou diamante, em um angulo definido. As reflexdes internas
resultantes criam uma onda transitéria que atinge além da superficie externa do cristal
opticamente denso e, em seguida, atinge a amostra que é mantida em contato com ele.
Essa onda inicial se projeta apenas alguns micrometros além da superficie do cristal e na
propria amostra. Portanto, deve haver contato decente feito entre a amostra escolhida e a
superficie do cristal, definindo um perfil de penetracao que depende de cada amostra, esté
onda que penetra no material é chamada de onda evanescente. A energia atenuada final
de cada onda é guiada de volta ao feixe original, que posteriormente sai pelo outro lado do
cristal, direcionado entao ao detector do espectrometro [73]. A Figura 15 esquematiza o
funcionamento do acessorio de ATR.

Onda evanescente

Amostra
n, B Profundidade

PR I...de penetragdo

Cristal de ATR

Radiagdo incidente Radiacdo refletida

Figura 15: Diagrama esquematico do acessério de ATR para espectrometro de FTIR. nl e
n2 sao os indices de refracao do cristal do ATR e da amostra, respectivamente (nl > n2),
e 6 ¢ o dngulo de incidéncia da radiagdo incidente. [Fonte: Autor]

1.4 Difracdo de Raio X (DRX)

A DRX é uma técnica de caracterizacdo amplamente utilizada para investigar a
estrutura cristalina dos materiais. Representa o fenémeno de interagao entre o feixe de
raios X incidente e os elétrons dos atomos componentes de um material. A técnica é usada
para caracterizar e identificar fases cristalinas dos materiais, cada material cristalino possui
um difratograma que lhe confere uma identidade tnica. Quando um feixe de raios X é
incidente sobre um material, ele é difratado pelas regides ordenadas da estrutura cristalina
do material produzindo padrdes caracteristicos de difracao [74].

Quando os feixes sao difratados, podem formar perfis de interferéncias construtivas
ou destrutivas [75]. A interferéncia destrutiva resulta em amplitude zero e ocorre quando
a diferenca das distancias percorridas pelos feixes for de meio comprimento de onda.
Enquanto, a interferéncia construtiva ocorrera se, para cada feixe, a diferenca das distancias
percorridas for um multiplo inteiro do comprimento de onda [76]. A diferenca das distancias
percorridas pelos feixes, pode ser analisada geometricamente, resultando na Lei de Bragg
(2d sinf = n\) que correlaciona a distancia entre planos atomicos (d) da amostra com o
dngulo (#), e comprimento de onda () de radiagao incidente e a ordem de difragao (n).
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De forma geral um difratometro de raios X consiste em uma fonte de raios X, cujo
espectro gerado nao é monocromatico, que emite radiacao em direcao a uma fenda atingindo
a amostra como um todo. Ao ser difratada, é direcionada para um filtro, com a funcao de
remover a radiacao continua e a radiacao referente a linha K«. Este feixe entao é colimado
e captado por um detector. Este detector pode ser movido ao longo de um gonidémetro,
para cobrir a faixa de angulos medidos [76]. A Figura 16 ilustra os elementos principais
em um difratometro de raios X.

Figura 16: Esquema de funcionamento de um difratémetro de raios X Bragg — Brentano
(0-20), sendo A: fenda, B: filtro e colimador, C: amostra e E: fonte de raios X. Adaptado
de [77].

Os padroes podem ser medidos e analisados para obter uma variedade de técnicas
e ferramentas, incluindo a anélise de pico (para determinar os valores de espagamento
interplanar), a andlise de perfil de linha (para determinar o tamanho do cristal) e o
refinamento estrutural (para determinar a estrutura atomica completa do cristal) [78].

A difracao de raios X é amplamente utilizada em muitas areas da ciéncia e tecnologia,
incluindo a determinacgao da estrutura de cristais, a andlise de materiais em po, a analise
de materiais finos e filmes finos, a andlise de ceramicas e vidros, a investigacao de metais e
ligas, a caracteriza¢ao de polimeros e biomoléculas, e muitas outras aplicagoes [79].

No caso da HAp, a DRX pode ser usada para confirmar a sua estrutura cristalina
e determinar informacoes sobre as suas propriedades estruturais, como a sua simetria
e tamanho de cristalito. Além disso, a DRX também é usada para avaliar a pureza
da hidroxiapatita e identificar a presenca de outras fases cristalinas na amostra. Isso é
importante na producao de biomateriais, pois a presenca de impurezas ou outras fases
pode afetar as propriedades mecénicas e biolégicas dos materiais [80].
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CAPITULO 2

Materiais e Métodos

2.1 Preparacao da Amostra

Os peixes da espécie Tilapia (Oreochromis niloticus) foram criados em tanques-rede
na Estacao Rio do Corvo do Campus Regional Diamante do Norte - DZO/UEM. Foram
utilizados ossos de peixes com trés idades diferentes: mais de 360 dias (amostra G), ~ 120
dias (amostra M) e ~ 95 dias (amostra P). Todos os ossos foram limpos e secos antes das
analises e, para isso, todas as partes do esqueleto foram utilizadas. Foram analisados os
ossos de peixes limpos e secos e o material resultante da calcinacao desses ossos. A Figura
17 mostras algumas etapas do processamento do osso.

Figura 17: A) Osso de peixe de Tildpia, B) Osso de peixe apds retirar a proteina, C)
Amostra de osso limpo para o processo de calcinagao e D) Amostra de osso depois da
calcinagao. [Fonte: Autor]

Para remover o material organico, os esqueletos dos peixes foram aquecidos em um
recipiente com agua e, em seguida, lavados em agua corrente para remover o tecido
mole. Para remover as partes mais duras, o processo foi repetido e varias lavagens foram
realizadas. A calcinacao é o tratamento térmico de um material em altas temperaturas,
porém abaixo de seu ponto de fusdo. E uma forma de antecipar reagoes quimicas a que
estao sujeitas certas substancias presentes no material, como a elimina¢ao de produtos
volateis, ou seja, dgua, C'Oy e outros gases ligados quimicamente a substancia. Entao
assim, apos a limpeza, a calcinacdo dos ossos foi realizada em forno tipo mufla Quimis a
uma temperatura de 900 °C por 8 horas. O material resultante foi moido manualmente
em um almofariz de agata para redugao a forma de pd. Para a andlise dos ossos limpos e
secos, as amostras foram imersas por um periodo em nitrogénio liquido e entao trituradas
em almofariz de agata. Os pds foram produzidos no Laboratério de Materiais Metalicos
e Biomateriais do Departamento de Fisica da Universidade Estadual de Maringd (DFI /
UEM) [81]. Na Figura 18 temos uma esquematizagao de todas as etapas para a obtencao
dos materiais estudado, tanto para o osso limpo quanto para o osso calcinado. Os pés
desses materiais foram usados nas andlises por espectroscopia Raman, FTIR-ATR e DRX.
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ETAPA 1: Procedimentos para obtenc¢do do material
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Figura 18: Procedimento experimental para obtencao de hidroxiapatita (HAp) e S-TCP
em pé a partir de ossos de peixe. Também as etapas do processo para obter o 0sso apenas
limpo para comparagao. [Fonte: Autor]

2.2 Métodos de Caracterizacao dos Compoésitos

2.2.1 Fracao de Massa e Razao Molar:

A fracao de massa (wt%) das fases 5-TCP e HAp e a razao molar (Ca/P) do p6 sao
parametros importantes para a caracterizacao de biomateriais a base de fosfato de calcio.
A fracdo de massa (wt%) das fases 5-TCP e HAp presentes nas amostras G, M e P, ap6s
calcinacao e moagem, foi estimada usando os dados de DRX por meio da Eq. 1:

wt(%)ﬂcp:< lo-ror ) (1)

Itap + Ig—rcp

na qual, Ig.rcp € Inap sao as intensidades normalizadas dos picos mais intensos da fase
p-TCP [Plano (0 2 1 0)] e da fase HAp [Plano (2 1 1)], respectivamente [82].

A razdo molar (Ca/P) do p6 das amostras G, M e P ap6s calcinagao e moagem, foi
determinada em fun¢do da fragdo de massa (wt%) da fase 5-TCP, usando a Eq. 2:

P

Ca _ (3 x (wt%p — TCP) +10 x (100 — (wt% — TCP))/(MB — TCP/Mpu,)\
2 x (wt% — TCP) + 6 x (100 — (wt%5 — TCP))/(MS3 — TCP/Mg ) )

na qual Myap, € Mapcp sdo as massas molares da HAp e de S-TCP, sendo 1004,64 e
310,18 g/mol, respectivamente [83, 84].
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2.3 Espectroscopia FTIR-ATR e Espectroscopia Ra-
man:

A anédlise FTIR-ATR foi realizada num espectrometro FTIR (Bruker, modelo Vertex
70V) com deteccao via acessério ATR (Bruker, modelo Platinum). Cada espectro de FTIR-
ATR é resultado de uma média de 128 varreduras, com resolucao espectral 4 em~! e obtidos
no intervalo espectral de 400 a 4000 em~!. A frequéncia do espelho do espectrometro foi
de 10 kHz. Todos os espectros foram normalizados com relagao ao espectro do carvao
ultrapuro (background).

O indice de cristalinidade (IC) foi calculado a partir das medidas de FTIR e é realizado
pelo método semiquantitativo de Weiner and Bar-Yosef. Para a aplicacdo do método faz-se
a correcao de linha base entre 450 e 750 cm ™! nos espectros de absorcao, e mede-se a
partir desta as intensidades das bandas em 565 cm ™! (I4) e em 599 em™"! (Ig), enquanto
a intensidade I~ é medida a partir da linha base até o vale que separa as duas bandas de
absorgao citadas anteriormente [85]. O indice de cristalinidade (IC) da HAp obtido pela

Eq. (3):

- (”jch)) 3)

Na Figura 19 temos um exemplo de como encontramos o indice de cristalinidade (IC)
a partir da Eq. (3) graficamente.
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Figura 19: Espectro ilustrativo para evidenciar a localizacao das intensidades I4, Ig e I¢
a fim de calcular o indice de cristalinidade do material. [Fonte: Autor]

Para as medidas de espectroscopia Raman foi utilizado um microscopio Raman confocal
(u-Raman) (Bruker, modelo SENTERA). O espectro de cada amostra é uma média de
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50 varreduras, com tempo de integracao de 5 segundos, resolucao espectral de 3 a 5
em~! e obtidos no intervalo de 400 a 3600 cm~!. A fonte de excitacao foi configurada no
comprimento de onda de 785 nm com poténcia nominal de 100 mW .

O espectrometro FTIR-ATR e o microscopio confocal Raman sao pertencentes ao
Complexo de Centrais de Apoio a Pesquisa da UEM (COMCAP). Na Figura 20 podemos
ver imagens dos equipamentos utilizados.

Figura 20: Fotos dos equipamentos A) Espectrometro FTIR, B) Acessério de reflectancia
(ATR) e C) microscépio confocal Raman. [86-88].

Todos os espectros foram corrigidos com linha de base e normalizados com a relagdo a
intensidade da banda de maior intensidade.

2.4 Difracao de raios X (DRX):

As fases cristalinas presentes nas amostras G, M e P, na forma de pé calcinados e a
analise da fase amorfa (ossos limpos triturados em nitrogénio liquido e secos) foram obtidas
por difragao de raios X usando um difratémetro (Shimadzu, modelo XRD-7000) com
radiagio Cu — Ka (A =1, 54059A), 40 KV, 30 mA, no intervalo entre 10° e 80°, com uma
taxa de varredura de 0,5%/min e passo de 0,022, pertencente ao Grupo de Desenvolvimento
e Inovagao em Dispositivos Multifuncionais (GDDM) do DFI/UEM. As fases cristalinas
foram identificadas por comparagao com os padroes JCPDS (Committee Series of Powder
Diffraction Standards) e ICSD (Database of Inorganic Crystal Structure) disponiveis em
base de dados de acesso livre [89,90]. Todos os espectros foram corrigidos com linha de
base e normalizados com a relagao a intensidade dos picos de maior intensidade.
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CapiTULO 3

Resultados e Discussao

3.1 Analise por Difracdo de Raios X(DRX)

3.1.1 Osso limpo e triturado apds imersao em nitrogénio liquido

A Figura 21 mostra os padroes de DRX dos ossos de peixe das amostras G, M, P
apos a limpeza, secagem, trituracdo e imersao em nitrogénio liquido. Observa-se que,
independentemente da idade dos peixes os perfis apresentaram uma natureza amorfa, ou
seja, baixa cristalinidade do material G, M e P, biologicamente mineralizado, caracterizado
pelos difratogramas com picos de contornos nao tao definidos e alargados. Entretanto, é
notavel a presenga dos picos em (211) e (002) da apatita biolégica [91].

Apatita (211) —— Amostra P
— Amostra M
— Amostra G

Apatita (002)

Amostra G
> 360 dias

Amostra M
~ 120 dias

Intensidade normalizada

Amostra P
~ 95 dias

| ! | ! | ' I ' | ! | ! | ' 1 ' 1
10 20 30 40 50 60 70 80 90
20 (graus)

Figura 21: Difratogramas de raios X das amostras G, M e P apés a limpeza, secagem e
trituragdo e imersao em nitrogénio liquido.
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3.1.2 Osso limpo e calcinado (na forma pé)

Os padroes de difracao de raios X, das amostras P, M e G sao mostradas na Figura 22.
Identifica-se os picos caracteristicos das fases HAp e S-TCP os quais foram indexados aos
padroes JCPDS 09-0432 e 09-0169, respectivamente [89]. Podemos observar nos espectros
P e M, a presenca das fases HAp e S-TCP, ou seja, os ossos se tratam de fosfatos de célcio
bifédsicos (BCP), sendo os picos da HAp majoritarios e mais intensos. J& no espectro da
amostra G, sé se observa picos caracteristicos da HAp (fosfato de cdlcio monofésico). Nao
foram observados picos diferentes dos caracteristicos dessas duas fases, dentro dos limites
de deteccao da técnica de raios X.

eHAp op-TCP

—— Amostra G
— Amostra M
—— Amostra P

(HAp+B —TCP)

(HAp+p —TCP)

Intensidade normalizada

HAp

T T T T T T T T T T T T T
10 20 30 40 50 60 70 80
20 (graus)

Figura 22: Perfis de difracao de raios X do p6 dos de fosfatos de calcio obtidos pela
calcinagdo de ossos de peixes a 900 °C por 8h e moagem manual. Os picos relacionados
as fases HAp (09-0432) e 5-TCP (09-0169) estao indicados pelos simbolos (H) e (3),
respectivamente.

3.1.3 Determinacgao da fracdo de massa (wt%) e razao molar
(Ca/P) das amostras G, M e P

A fracdo de massa (wt%) das fases HAp e 5-TCP foram estimadas utilizando a Eq.
1 por meio das intensidades relativas dos picos mais intensos das fases HAp, plano (2

38



1 1), e B-TCP, plano (0 2 10), conforme mostra a Tabela 1. A Eq. 2 é utilizada para
determinar a proporcao de célcio (Ca) e fésforo (P) em um determinado composto e isso
foi feito para as trés amostras do estudo, G, M e P e os resultados estao apresentados
na Tabela 1. A amostra G é HAp monofasica e cristalina de acordo com a ficha JCPDS
09-0432. As amostras M e P sdo ceramicas bifasicas (BCP) compostas por HAp e 5-TCP
(JCPDS 09-0169). A amostra M apresentou uma fracao de massa (wt%) para fase S-TCP
de 17,45% e 82,55% de HAp, enquanto a amostra P 23,76% de -TCP e 76,24% de HAp.
Nao foram identificados picos relacionados a outras fases.

A razao molar (Ca/P) foi calculada a partir da fragdo molar (wt%) e das massas
molares de cada fase cristalina utilizando a Eq. 2. A Tabela 1 mostra os valores de Ca/P
obtidos para cada amostra. As razoes corresponderam aos valores de 1,666 para a amostra
G (HAp cristalina), 1,637 (82,55% HAp + 17,45% [-TCP) para a amostra M e 1,627
(76,24% HAp + 23,76% B-TCP) para a amostra P.

Tabela 1: Fracao de massa (wt%) e razao molar (Ca/P) da HAp e de BCP (% HAp +
%p — TCP).

Amostras | wt% de § — TCP | wt% de HAp | Ca/P
Amostra G 0.00 100,00 1.666
Amostra M 17,45 82,55 1,637
Amostra P 23,76 76,24 1,627

De acordo com Liu et al. (2018) [92] materiais com razao Ca/P igual a 1,5 a fase
TCP é dominante, ja para valor igual a 1,6 é a fase HAp, que promovem a producao de
coldgeno pelos osteoblastos, além disso, razoes Ca/P < 2 otimizaram a viabilidade dos
osteoblastos. A razao Ca/P é um fator muito importante que deve ser considerado ao
selecionar o material principalmente para aplicagoes ortopédicas.

3.2 Analise por Espectroscopia FTIR-ATR

3.2.1 Osso limpo, seco e triturado apdés imersao em nitrogénio
liquido

Os espectros FTIR-ATR relativos as amostras G, M e P dos ossos apds limpeza, moagem
e imersao em nitrogénio liquido, estao apresentados na Figura 23. A banda localizada em
3294 em™! corresponde a contribui¢io de HyO adsorvida devido ao estiramento v(O — H).
As bandas em 2909 e 2856 cm ™! sdo atribuidas aos modos de vibragoes v(C' — H) dos
grupos C'Hs e C'Hy. A vibragao do grupo carboxila estd localizada em 1734 em™! v(C' = O)
presente devido a presenca de gordura nas amostras. O grupo das amidas, oriundas da
contribuigdo do coldgeno, estao localizadas em: 1656 cm™! (amida I); 1535 em™! (amida
IT) e 1234 em ™! (amida IIT). As bandas do carbonato CO3~ do modo vibracional v estdo
localizados em 1448 e 1411 em™" e de v em 867 em™'. A banda localizada em 1162
em~! é atribuida ao modo de vibragao v3(H PO,) do grupo 4cido fosfato, de acordo com
Taylor E.A, et al. (2020) [93], essa banda ¢ devida a nucleagao e crescimento do cristal, o
conteudo de H PO, decresce durante a ocorréncia natural da transicao “in vivo” do fosfato
de calcio amorfo para hidroxiapatita, ou seja, apresenta decréscimo em sua intensidade
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com o aumento da idade do tecido dsseo [93]. As bandas relacionadas ao grupo funcional
POi’_ do modo v estdo centradas em 1012 em ™! e as do modo v, localizadas em 555 e
597 em L.
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Figura 23: Espectros FTIR-ATR das amostras dos ossos de peixes P, M e G limpos secos
e triturados apés imersao em nitrogénio liquido.

3.2.2 Osso limpo, calcinado e moido

Os espectros das amostras G, M e P dos ossos limpos e calcinados estao apresentados
na Figura 24. As bandas observadas em 632 cm™! (modo v;) e em 3572 cm™' (modo
vg) estao vinculadas a hidroxila (OH—) e sdo caracteristicas da fase HAp. As bandas
associadas ao grupo carbonato (CO3”) do modo vibracional v3 estdo localizados em 1456
e 1412 em~! enquanto a do modo v, estd em 871 em~!. Na regido entre 400 e 1250 cm ™!
foi selecionada e ampliada para melhor visualizacao dos modos vibracionais vy, vs, /3 € 14
do grupo PO}~ . Estdo localizadas as bandas do modo vibracional v; (P — Q) em 945 e 981
em™! e vz em 1126 em ™! caracteristicas da fase S-TCP, enquanto a banda caracteristica
da HAp estd localizada em 962 cm ™. As bandas do modo v5(O — P — O) sdo observadas
em 420 e 474 em™! e sdo vinculadas as fases S-TCP e HAp, respectivamente. H4 também
contribuigoes da HAp devido as bandas do modo v4(O — P — O) em 567 e 600 cm ™,
enquanto as do modo v3(P — O) estao localizadas em 1024 e 1088 em ™!,

Nos ossos que nao foram submetidos a calcinacido ha presencas das bandas das amidas
I, IT e IIT e das ligacoes C' = O e C'H mostrando a presenca de proteinas e gorduras
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caracteristicas da matriz organica, bem como bandas de PO3~ e CO3™ referentes ao fosfato
do calcio carbonatado, fase inorganica, caracteristico da apatita biologica. A presenca da
banda de OH mostra a H,0O adsorvida pelos materiais. Os espectros das amostras P, M e
G se mostraram semelhantes.
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Figura 24: Espectros FTIR-ATR do p6 das amostras G, M e P produzidas por calcinacao
de ossos de peixes a 900 °C por 8h e moido manualmente em almofariz de agata. Os
espectros foram ampliados para melhor visualizagio sendo: A) 3590 - 3550 ecm ™1, B) 1580
~ 1320 em™! e C) 1250 — 400 cm ™. Os simbolos ¢ ¢ @ indicam a presenca das fases 3-TCP
e HAp, respectivamente.

J& nos ossos calcinados ha diferencas espectrais entre as amostras P, M e G. A amostra
G apresenta bandas da fase HAp, enquanto P e M apresentam da fase HAp e 5-TCP. Estes
achados corroboram com as analises de DRX, mostrando que o processo de calcinagao
remove a matéria organica e promove aumento da cristalinidade dos materiais.

O processo de calcinacao em ossos ocorre em diferentes etapas, iniciando com alteracao
da cor e desnaturagao do coldgeno, seguida de carbonizagao, total combustao da fracao
organica, combustao da fracao de carbono inorganico, e finalmente recristalizagao da
apatita biolégica. A temperatura da calcinagao é o fator que controla este processo. Todo
o carbono organico é queimado, aproximadamente em 600 °C, ponto no qual o osso troca
da cor cinza para cinza-azulado, e acima de 650 °C o osso assumi coloragao totalmente
branca, considerado este o estado calcinado [94]. Niakan e Colaboradores (2015) [95]
reportam que em processo de calcinacao acima de 1000 °C pode ocorrer decomposicao da
fase HAp em outra fase cristalina de fosfato de célcio ou tricéalcio fosfato.

Neste estudo as fases HAp e S-TCP ja estavam presentes na apatita bioldgica nos
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grupos P e M, sendo o processo de calcinagao responsavel por promover maior cristalinidade
ao material, evidenciando estas fases cristalinas. Em peixes novos, entre 95 e 120 dias de
vida, é esperado maior percentual de fase e 5-TCP, o qual vai reduzindo com o aumento da
idade do animal [96]. Os resultados obtidos por meio da técnica de FTIR-ATR corroboram
com os da DRX.

O indice de cristalinidade ICrprr da fase HAp foi estimado pelo método semiquan-
titativo de Weiner e Bar-Yosef [85] por meio dos espectros de FTTR-ATR para os 0ssos
submetidos a calcinacao. Na Figura 25 (A) sao apresentados os espectros das amostras
P, M e G na regido referente a intensidade das bandas A em 567 cm™" (1,PO3") e B em
600 cm™! (v4PO3™) e no vale em C em 585 cm™!. Na Figura 25 (B) podemos observar o
crescimento da cristalinidade com o aumento da sua fragdo de massa da fase HAp (wt%)
nas amostras. Conforme o esperado a cristalinidade da HAp é maior para peixes com
maior idade.
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Figura 25: (A). Regiao dos espectros selecionados para aplicacao do método semiquantita-
tivo de Weiner e Bar-Yosef para a determinacao de ICprrr = (A+ B)/C; (B) variagao de
ICprR em fungdo da fracdo de massa (wt%) da HAp. As barras de erro representam o
desvio padrao da média (n=3 é o nimero de medidas diferentes realizadas).
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3.3 Analise por Espectroscopia i-RAMAN

3.3.1 Osso limpo e triturado apd6s imersao em nitrogénio liquido

Os espectros das amostras G, M e P dos ossos limpos, triturados em nitrogénio liquido
e secos estao apresentados na Figura 26. O grupo das amidas (matriz orgénica) estao
localizados em: amida I em 1673 em ™! e amida III em 1242 em~!. A banda localizada em
1452 ¢cm ™! corresponde C'H, (lipidios) matriz baseada em cadeias laterais de metileno [97].
A banda relacionada ao grupo funcional CO3 ™ estd localizada em 1071 em™!, isso pode
implicar em substituicoes na rede de fons PO}~ por CO3~. H4 que se considerar que
nessa regido ocorre as vibracoes relacionadas ao grupo PO3™, que nos espectros estao
em superposicao com os do grupo carbonato. A Fenilalanina é um aminoacido que é
encontrado em 1003 em ™!, que também ocorre devido a presenca de matéria organica. As
bandas relacionadas ao grupo funcional PO}~ estao localizadas em 922, 428 e 588 cm ™,
sendo respectivamente dos modos de vibracao vy, v, e v4. O grupo correspondente aos
aminodcidos composto por hidroxiprolina e prolina estao localizadas em 879 e 855 em ™!,

respectivamente.
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Figura 26: Espectros de pu-Raman do p6 dos ossos das amostras G, M e P apds a limpeza,
trituragdo em imersao de nitrogénio liquido e seco em estufa a 80°C por 24h.

3.3.2 Osso limpo, calcinado e moido

Na Figura 27 sao mostrados os espectros p-Raman dos ossos de peixe calcinados e
correspondentes as amostras P, M e G. Sao observadas bandas caracteristicas das fases
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HAp e B-TCP do grupo PO~ associadas aos modos vibracionais 14, s, 3 e v4. Na Figura
27 (B) a banda caracteristica da fase HAp localizada em 3572 em™! corresponde ao modo
de estiramento (vg) do grupo OH—. A Figura 27 (A) mostra as regides entre 370 cm ™! e
1200 em™t e 3300 a 3600 cm ™! ampliadas de modo a se observar com detalhes as bandas
da HAp e 5-TCP. Nos espectros das amostras P e M sao observadas bandas da fase 5-TCP
em 409 em ™' do modo de deformacdo duplamente degenerado v, de PO3™ em 974 em ™
do modo de estiramento simétrico v; do grupo PO3™. As bandas caracteristicas da fase
HAp estdo localizadas em 962 em ™!, atribuida ao modo de estiramento simétrico v; do
grupo PO3~. Bandas atribuidas a HAp relativas aos modos v, 14 € v3 estdo localizadas
em: 430 e 447 em™' (modo de deformacdo duplamente degenerado v, de PO3™); 579, 591,
608 e 615 cm™' (modo de deformacao triplamente degenerado v4 de PO3™) e em 1028,
1047 e 1076 cm ™" (modo de estiramento assimétrico triplamente degenerado v5 de PO3™).
A espectroscopia Raman permite diferenciar os fosfatos de calcio, principalmente quanto
as fases HAp e 3-TCP, na regido entre 900 e 1000 cm ™!, sendo uma ferramenta importante
para o estudo de biomateriais principalmente os produzidos com fosfatos de calcio.
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Figura 27: Espectro Raman de pds de ossos de peixes calcinados das amostas P, M e
G, com os modos vibracionais caracteristicos da HAp e 5-TCP. A) regioes dos modos

do PO;~ e (B) modo vibracional do OH—. [ indica bandas referentes a fase cristalina
B-TCP.
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Tal como nos resultados obtidos para as técnicas de DRX e FTIR-ATR, a espectroscopia
pu-Raman mostrou que o efeito da calcinagao a 900 °C por 8h em ossos de peixe elimina a
contribuicao total de matéria orgénica, evidenciando as fases cristalinas HAp e §-TCP
nos grupos experimentais P e M, sendo ossos de peixes entre 95 e 120 dias, enquanto a hé
a presenca somente da fase HAp no grupo G, composto por peixes com idade de 360 dias.
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Conclusao

Por meio das técnicas de espectroscopia vibracional (Raman e FTIR) e de difracao
de raios X foi possivel identificar e caracterizar as fases cristalinas presentes em ossos de
peixe de diferentes idades submetidos a calcinacao em 900 °C, além de identificar a apatita
biologica nos ossos sem calcinacao. Nas amostras calcinadas dos grupos experimentais P e
M foram identificadas as fases HAp e 3-TCP, caracterizando-as como ceramicas bifasicas
de fosfato de célcio (BCP), ja nas amostras G a HAp foi a tnica fase presente, mostrando
que a idade do peixe influencia na fase cristalina que seus ossos. Com o processo de
calcinagao foi possivel remover toda a matriz organica, permitindo assim a caracterizacao
das fases cristalinas.

Os grupos P e M calcinados apresentaram fracao de massa de S-TCP entre 17 e
24%, considerando que a fase S-TCP ¢é rapidamente absorvida pelo corpo humano, estes
biomateriais se tornam potenciais candidatos para aplicagoes em implantes e enxertos,
6sseos, uma vez que favorecem a osteogénese no tecido 6sseo. Ja o Grupo G que a HAp
é a Unica fase possui uma estrutura cristalina similar ao tecido 6ésseo humano tem sido
amplamente utilizada em diversas aplicacoes médicas e odontoldgicas.

Os grupos experimentais P, M e G, dependendo da aplicagdo biomédica, podem ter
aplicagoes para fins de induzir a producao de células do tecido, permitindo a restauracao
do tecido danificado sem a necessidade de materiais que permanecam no corpo do paciente
por toda a sua vida, pois as ceramicas BCP sao absorvidas pelo corpo humano. Ademais,
os biomateriais estudados neste trabalho envolvem a producao de bioceramicas a partir de
ossos de peixes, os quais sao usualmente descartados, resultando assim em um material
com caracteristicas bioativas e de obtenc¢ao sustentavel.
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