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RESUMO

A Hidroxiapatita, principal componente dos tecidos dsseos humanos, vem
sendo estudada e utilizada como substituto dsseo e recobrimento em implantes por
suas propriedades 6timas de osteoconducdo e biocompatibilidade, porém devido ao
elevado numero de casos de rejeicao de implantes causados por agao de bactérias,
gue cada vez mais resistem a antibidticos, é necessario também o estudo de um
material que possa vir a reduzir o niumero de casos de re-intervencgdes cirurgicas
causadas por infecgGes.

A prata é conhecida hd séculos como agente bactericida e recentemente
retomou-se seu uso devido ao desenvolvimento de variacdes e/ou resisténcia, por
parte das bactérias, aos antibidticos. Contudo, é necessario analisar-se o teor 6timo
para utilizagdo da prata, uma vez que esta pode atuar como agente toxico ao
organismo humano se administrada em dosagem excessiva.

O presente trabalho visa sintetizar e caracterizar hidroxiapatita com adigbes de
prata por precipitacdo via Umida, material este que poder3a ser testado posteriormente
guanto a sua efetividade como agente bactericida. As adi¢cGes de prata se deram por
substituicao de Ca(OH), por AgNO; visando-se obter hidroxiapatita estequiométrica, ou
seja, razdo (Ca+Ag)/P=1,67 e calcinou-se as amostras em 800 °C e 1000 °C. As analises
feitas para viabilizar a caracterizagdo foram microscopia eletronica de varredura
(MEV), difracdo de raios-x (DRX) e analise vibracional na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FT-IR). As andlises feitas permitem afirmar que o método é
eficaz e viavel economicamente para producdo e que a hidroxiapatita possui potencial
uso em ortopedia como substituto dsseo e agente bactericida.
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ABSTRACT

The hydroxyapatite, the main component of human bone tissue, has been studied and
used as a bone substitute and coating for implants for their excellent osteoconductive
properties and biocompatibility, but due to the high number of cases of graft rejection
caused by the action of bacteria, each increasingly resistant to antibiotics is also
necessary to study a material which may reduce the number of cases caused re-
surgery infections.

Silver is known for centuries as a bactericidal agent and recently resumed its use is due
to the development of variations and / or resistance by bacteria, antibiotics. However,
it is necessary to analyze the concentration for optimal use of silver, since it can act as
toxic to the human body if administered in excessive dosage.

The present work aims to synthesize and characterize hydroxyapatite with silver
additions by wet precipitation, which material can be subsequently tested for
effectiveness as a bactericidal agent. The silver additions were due to substitution of
Ca (OH) 2 with AgNO3 in order to obtain stoichiometric hydroxyapatite, ie ratio (Ag +
Ca) / P = 1.67 and the samples calcined at 800 ° C and 1000 ° C. The analysis done to
enable the characterization were scanning electron microscopy (SEM), x-ray diffraction
(XRD) analysis and vibrational infrared Fourier transform (FT-IR). These analyzes have
revealed that the method is effective and economically viable for production and
hydroxyapatite that has potential use as a bone substitute in orthopedic and
antibacterial agent.
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1. INTRODUCAO

A preocupacdo com aumento da expectativa e qualidade de vida tem sido o principal
combustivel para pesquisa e desenvolvimento de biomateriais, sejam eles metalicos,
poliméricos, ceramicos ou compdsitos. Desde os primeiros estudos de materiais ceramicos
para uso como biomateriais, em 1930 por Albbe [AOKI, 1991], foram feitos diversos estudos
com fosfatos de cdlcio, iniciando com a aplicacdo odontoldgica de B-fosfato tricdlcico no
tratamento de doengas periodontais em 1974 [LEVIITT, 1969], [MONROE, 1971] e mais
recentemente a analise de biocompatibilidade de cimento de fosfato de calcio implantado em
radio de coelhos de 2004 [MORAES et al, 2004] e a sintese da hidroxiapatita e refinamento
estrutural por difracdo de raios-x em 2007 [ARAUJO et al, 2007].

A hidroxiapatita, Caig(P0O,)s(OH),, maior constituinte de ossos e dentes humanos (entre
30% e 70%) e representa 95% da composicdo mineral dos ossos, tem sido sintetizada por
diversas técnicas, dentre elas por via Umida, objeto deste estudo, tendo suas aplicacGes e
variacdes estudadas com a finalidade de explorar e melhorar suas propriedades
biocompativeis e osteointegradoras quando em contato com tecidos humanos. Dentre as
principais caracteristicas desejadas estdo o fato de sua grande similaridade com a fase
cristalina dos tecidos dsseos [DE JONG, 1926], [POSNER, 1969], induzir o crescimento de tecido
6sseo na regido onde se encontra (osteocondugao) e a indugdo da regeneracdo tecidual devido
a sua superficie permitir interagdes tipo dipolo, fazendo que moléculas de agua, proteinas e
colageno sejam adsorvidas na superficie, gerando forte ligacdo entre a hidroxiapatita e o
tecido dsseo in vivo [VARMA et al, 1999].

A utilizacdo de prata como agente bactericida nos remete a antiguidade onde gregos e
romanos ja faziam uso de suas propriedades antibacterianas. Em 1893, a efetividade de varios
metais como agente antibacteriano foi nomeado de efeito oligodinamico (do grego oligos,
pouco). Durante a primeira guerra mundial ja eram utilizados curativos contendo prata, para
evitar o desenvolvimento de bactérias em feridas de soldados. Mais tarde, descobriu-se que de
todos os metais com propriedade antimicrobianas, a prata tem a a¢do mais eficaz e a menor
toxicidade para células animais [Guggenbichler et al., 1999]. Com a descoberta de antibiéticos,
o uso de prata como agente bactericida decresceu. Entretanto com a descoberta de
antibidticos descobriu-se o surgimento de bactérias resistentes a antibidticos e a partir disto
renovou-se o interesse no uso da prata como agente antibacteriano. A disponibilidade de
novas tecnologias laboratoriais permitiu investigar o mecanismo antibacteriano da prata nos
ultimos anos [FOX and MODAK, 1974; FENG et al., 2000]. Nos dias de hoje a utilizacdo da prata
por suas propriedades antibacterianas é vista em diversos produtos que vdo desde
desodorantes contendo ions de prata até embalagens de alimentos.

O método de agdo antibacteriana da prata ainda ndo é totalmente entendido, mas existem
diversos apontamentos na literatura dentre eles a atracdo entre células de bactérias
carregadas negativamente e particulas carregadas positivamente [KHAYDAROV, et al., 2008],
[HAMOUDA e BAKER, 2000]. Outros apontam a interagdo da prata com macromoléculas
bioldgicas como enzimas, DNA através de mecanismo de liberacdo de elétrons [SHARMA,
2009]. Acredita-se que o DNA perde sua capacidade de replicacdo e proteinas celulares sdo
inativadas pelo tratamento com ions Ag* [FENG et al., 2000] e também que os ions Ag" se ligam
a grupos funcionais das proteinas, resultando na desnaturagdo desta [RASTOGI et al., 2011].
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A fim de obterem-se materiais com elevada biocompatibilidade e propriedades
antibacterianas o6timas, tem-se associado prata a materiais biocompativeis como a
hidroxiapatita [CIOBANU, et al., 2011].

No presente trabalho buscou-se sintetizar, caracterizar e avaliar as variagdes ocorridas
pela calcinagdo da hidroxiapatita dopada com prata obtida por via Umida, bem como analisar a
acao antibacteriana da prata. Os testes de difracdo de raios-x, espectroscopia de
infravermelho e andlise em microscopia Gtica de varredura com espectroscopia de energia
dispersiva foram utilizados para caracterizacdao das amostras.
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2.  OBJETIVOS

O presente trabalho visa obter e caracterizar hidroxiapatita sintética nanométrica com
adicdo de prata, utilizada como biomaterial para substituicio déssea e potencial agente
bactericida.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Sintetizar a hidroxiapatita com prata utilizando-se de técnica de precipitacdo via
Uumida, analisando-se o comportamento quimico (constitucional) e morfolégico em relacdo a
variacdo da temperatura de calcinagao e teor de prata adicionado.

10
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Biomateriais

3.1.1. Definigéao

Ao longo do tempo os biomateriais foram definidos diversas vezes de acordo com a
variacdo de interpretacGes sobre o tema e também fruto de surgimento de novos materiais
que tornavam necessaria atualiza¢cdo desta, até que em 1982 na Conferéncia de Consenso em
Biomateriais para AplicagGes Clinicas fez-se um apanhado geral definindo biomaterial como:
“Toda substancia (com excec¢do de drogas) ou combinac¢do de substancias, de origem sintética
ou natural, que durante um periodo de tempo indeterminado é empregado como um todo ou
parte integrante de um sistema para tratamento, ampliacdo ou substituicio de quaisquer
tecidos, érgdos ou fungdes corporais”.

O objetivo principal de um biomaterial é substituir 6rgdos ou tecidos e as
caracteristicas mais importantes deste sdo biocompatibilidade, auséncia de efeitos nocivos ou
téxicos ao organismo e propriedades biomecanicas capazes de responderem as solicitagoes
dinamicas e estaticas a que estara sujeito durante sua vida util [AFONSO, 1998].

3.1.2. Classificacdo dos Biomateriais

Os biomateriais podem ser classificados quanto a sua composi¢do quimica e quanto ao
seu comportamento bioldgico, sendo o primeiro baseado nas propriedades intrinsecas e o
segundo quanto a resposta organica gerada apds sua utilizagdo como biomaterial.

3.1.2.1. Quanto a composigdo Quimica
a) Metais e suas ligas

Utilizados principalmente por suas propriedades mecanicas, os principais
representantes sdo ligas de aco inoxidavel, titanio comercialmente puro e a liga de titanio-
aluminio-vanadio (Ti6Al4V) e as ligas de cromo-cobalto. Os principais problemas relacionados
ao uso de metais como biomateriais estdo relacionados a liberacdo de ions que podem
provocar metaloses, rea¢des inflamatérias e encapsulagdo fibrética [RAVAGLIOLI et al, 1992],
[TAVARES, 1993], [JOHN, et al, 1993], [KENNEY, et al, 1988].

b) Materiais ceramicos

A principal razdo da utilizacdo de ceramicos como biomateriais reside em sua elevada
estabilidade e serem praticamente nao reativos. Em termos fisico quimicos, de modo geral,
pode-se dizer que estes sdo frageis, duros, resistentes ao desgaste, altamente resistentes a
ataques acidos, estaveis a altas temperaturas e isolantes térmicos e elétricos [AFONSO, 1998].
Os principais representantes desta classe sdao fosfatos tricalcicos, dxidos de alumina e zirconia
e biovidros.

11
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c) Materiais poliméricos

Caracterizados por cadeias extensas de unidades monomeéricas repetidas, unidas por
ligacGes covalentes, com peso molecular elevado, possuem propriedades desejadas para
implantes como a possibilidade de degradacdo no caso de fins absorviveis e mecanicas como,
por exemplo, em uso como espacador vertebral em PEEK, onde é exposto a esforgos
compressivos elevados. Os monGmeros geralmente sdo constituidos de ligacdes quimicas C-C,
contendo por vezes atomos de N, O, S, Si e etc. Os principais fatores que afetam o
comportamento fisico-quimico dos polimeros giram em torno de sua composicdo quimica,
estrutura, extensdao de cadeia, distribuicdo de peso molecular entre outras [HIGASHI, et al,
1986].

d) Materiais compdsitos

Com finalidade de aumentar propriedades mecanicas e fisico-quimicas, podem-se
combinar os materiais acima citados, obtendo-se materiais compésitos. Normalmente sao
sintetizados para fins especificos com a finalidade de obtencdo de propriedades que ndo
obtém-se com os materiais utilizados separadamente. Como exemplo natural de compdsito
tem-se o tecido dsseo, que é constituido de fibras de coldageno e diferentes minerais, que
acarretam em propriedades biomecanicas excelentes.

3.1.2.2. Quanto ao comportamento biolégico

a) Biotoleraveis

Materiais apenas tolerados pelo organismo, sendo isolados dos tecidos adjacentes por
formacgao de camada envoltdria de tecido fibroso. Esta é induzida pela liberagdao de compostos
quimicos, fons, produtos de corrosdo e outros por parte do material implantado. A espessura

da camada é inversamente proporcional a tolerabilidade dos tecidos ao material, ou seja,
guanto maior a camada, menor a tolerabilidade [ISHIDA, 2004].

b) Bioinertes

Materiais também tolerados pelo organismo, mas a formac¢do de envoltério fibroso é
minimo, praticamente inexistente. O material ndo libera nenhum tipo de componente ou, mais
realisticamente, o faz em quantidades minimas. A quantidade de células fagocitarias na
interface é minima. A resposta fagocitdria sera passageira e uma fina capsula tomara lugar
apo6s o implante. Em alguns casos, esta camada é praticamente imperceptivel. Os materiais
bioinertes mais utilizados sdo alumina, zirconia, titanio, ligas de titdnio e carbono [ISHIDA,
2004].

c) Bioativos

Materiais em que ocorrem ligagGes de natureza quimica entre material e tecido ésseo
(osteointegracdo), em funcdo da similaridade quimica entre estes materiais e a parte mineral
6ssea. Os tecidos 6sseos se ligam a estes materiais, permitindo a osteoconducdo através do
recobrimento por células dsseas. Os principais materiais desta classe sdo os vidros e vitro-
ceramicas a base de fosfatos de calcio, a hidroxiapatita e os compostos de fosfato de célcio
[ISHIDA, 2004].

12
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d) Reabsorviveis

Materiais que apés certo periodo de tempo em contato com os tecidos acabam sendo
degradados, solubilizados ou fagocitados pelo organismo. Tais materiais sdo extremamente
interessantes em aplicacbes clinicas em fungcdo de ser desnecessdria nova intervencgdo
cirargica para a retirada do material de implante. Os principais exemplos destes materiais sdo
o fosfato tricalcico (TCP) e o acido polilactico [ISHIDA, 2004].

3.2. Hidroxiapatita

A hidroxiapatita € um biomaterial do grupo dos ceramicos bioativos, com férmula quimica
C10(PO4)6(OH),. E parte integrante de um grupo de materiais identificados como apatitas, estes
com fdérmula caracteristica Mio(X04)s(Z),. As apatitas constituem um grande leque de
biomateriais solidos, que podem apresentar variacdes na sua composi¢do quimica através da
substituicdo idnica de todos os alguns elementos M, (XO,) e Z [DUCHEYNE, 1987].

Os compostos de fosfato de calcio, na maioria das vezes, se apresentam na forma
cristalina da apatita e sdo os principais componentes minerais dos ossos [LE GEROS et al,
1990], [TEIXEIRA, 1992]. Eles sdo substancias quimicamente similares as que ocorrem nos
processos biolégicos, sendo sua utilizagdo como biomateriais definida de acordo com sua
resposta bioldgica (Tabela 1).

Tabela 1: Compostos de fosfato de calcio avaliados biologicamente [LE GEROS, 1991].

Composto Sigla | Formula Quimica | Ca/P | Resposta Bioldogica
' . Forte atividade
Metafosfato de calcio CMP Ca(PO3)> 0,5 .
macrofagica
o o Forte atividade
Pirofosfato de calcio CPP Ca,P,0; 1,0 .
macrofagica
) S ) Fraca atividade
Fosfato dicalcico anidro DCP CaHPO, 1.0

macrofagica

: ; gy Fraca atividade
Fosfato dicalcico dihidratado | DCPD | CaHPO, 2H-0 1,0

macrofagica

Fosfato tricalcico TCP Ca;(POy), 1.5 Reabsorvivel
Fosfato tetracalcico TeCP Cay(PO4); 2,0 | Sem relevincia clinica

Fostato octacalcico OCP | CagH2(POy)s SH2O | 1,33 Reabsorvivel

Oxiapatita OHA Cao(POy)s 1.67 Reabsorvivel
Hidroxiapatita HA Cap(POs)s(OH)2 | 1.67 | Ativo biologicamente

A hidroxiapatita € um fosfato de cdlcio hidratado com razdo Ca/P de 1,67, sendo o
principal componente mineral dos ossos e dentes humanos [AOKI, 1991], [LE GEROS, 1991],
[VALLET-REGI, 1997], [LE GEROS et al, 1990], [SECKLER et al], cerca de 95%, o que corresponde
a uma composicao total entre 30% e 70% destes.
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Devido a sua grande similaridade com a fase cristalina dos tecidos dsseos [DE JONG,
1926, [POSNER, 1969], a hidroxiapatita induz o crescimento de tecido dsseo na regido em que
se encontra, esta instigacdo ao crescimento é denominada osteoconducdo. A regeneracgdo do
tecido também é induzida pela hidroxiapatita, pois sua superficie permite intera¢es do tipo
dipolo, fazendo com que as moléculas de agua, proteinas e colageno sejam absorvidas na
superficie, ocorrendo, a partir disto, forte ligacdo entre a hidroxiapatita e o tecido ésseo na sua
superficie sob condi¢des in vivo [VARMA et al, 1999]. As hidroxiapatitas encontradas
biologicamente ndo sdo estequiométricas, ou seja, sdo deficientes em cdlcio e apatitas
deficientes de calcio sintéticas ndo sdo encontradas em sistemas bioldgicos.

Quanto a estrutura cristalina, a hidroxiapatita pertence ao sistema hexagonal, grupo
espacial P63;/m (caracterizado por um eixo C de 6 unidades perpendiculares a 3 eixos
equivalentes mantendo um triangulo de 120°), com dimens&es de célula unitdria cristalina de
a=9,423 e ¢c=6,875 A. Estes valores s3o vélidos para hidroxiapatita mineral ou pura preparada
por reacao em estado solido ou precipitacdo e sinterizagdo a 1100°C. A Figura 1, ilustra a
estrutura cristalina da hidroxiapatita.

Figura 1: Estrutura cristalina da hidroxiapatita [AOKI, 1991].

Em termos de solubilidade, a hidroxiapatita apresenta-se solivel em solu¢des acidas e
insolivel em solucGes alcalinas sendo fracamente solivel em agua destilada. A presenca de
aminodcidos, proteinas, enzimas e outros compostos organicos, altera a solubilidade da
hidroxiapatita, mas os principais fatores a se considerar para taxa de solubilidade sdo forma,
porosidade, tamanho de cristal, cristalinidade, defeitos e etc., sendo assim, possivel obter-se
hidroxiapatita desde praticamente absorvivel até ndao absorvivel em meios fisiolégicos,
variando-se o método de preparo [AOKI, 1991].

3.3. Hidroxiapatita com prata como agente bactericida

Recentemente diversos estudos, variando-se a técnica de sintese, teor de substituicio de
calcio por prata e temperaturas de calcinacdo, tém sido feitos para quantificar, qualificar e
descrever os efeitos causados pela dopagem de HA com prata quando utilizada para fins de
substituicdo dssea e efeitos bactericidas.
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Dentre os principais estudos, cita-se o de atividade antimicrobial e de
hemocompatibilidade de nanoparticulas de hidroxiapatita dopada com prata sintetizada por
método sol-gel [Sushma et al., 2012]. Tal estudo analisou amostras de HA com substituicdo de
calcio por prata em teores 1%, 3% e 5%, sintetizadas por método sol-gel modificado em
temperatura de 100 °C e testes de atividade antimicrobial em bactérias E.Coli (MTCC 2345) e S.
aureus (MTCC737).

Todas as amostras sintetizadas e analisadas por Sushma et al., apresentaram formato de
barra com comprimento médio entre 110 e 180 nm e diametro de 20-25 nm. Tais amostras
também apresentaram atividade antimicrobial e a maior atividade deu-se para a amostra com
3% de prata em termos de zona de inibi¢cdo e percentagem de redugdo de nimero de coldnias.
A anadlise quanto a hemocompatibilidade apresentou como resultados a taxa de hemdlise
inferior a 2% para os teores de 1% e 3% de Ag, indicando alta hemocompatibilidade e podendo
ser um biomaterial promissor para engenharia de tecidos em ortopedia.

Reproduziu-se os difratogramas obtidos por Sushma et al. na Figura 2:
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Figura 2: Difratogramas adaptados obtidos por Sushma et al. para hidroxiapatita com adigées de prata
1%, 3% e 5%, nota-se a presenca do pico referente a prata metalica em 2theta =38°.

Outro importante estudo foi realizado por Rameshbabu et al. em 2005, onde foi
sintetizada hidroxiapatita dopada com prata e analise para bactérias E. Coli e S. aureus. As
amostras sintetizadas com teores de prata variando de 0.5% a 6% apresentaram particulas
com morfologia de agulhas. Todas as amostras calcinadas a 900 °C apresentaram a formacgao
da fase prata metalica (JCPDS 4-783), conforme pode ser visto na reproducdo dos
difratogramas na Figura 3:
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Figura 3: Representacdo adaptada de difratogramas de HA-Ag obtidos por Romeshbabu et al., 2005;
pico referente a prata metalica (JCPDS 4-783) em 2e0=38°.

Para as amostras com teor de prata entre 0.5% e 3% calcinadas a 900 °C durante 2
horas, Romeshbabu et al., obtiveram cristalitos de tamanhos entre 52 e 56 nm.

Neste mesmo estudo, a analise por FT-IR para as mesmas amostras com teores de
prata variando entre 0.5% e 6.0% sem calcinagdo, obtiveram-se os espectros representados na

Figura 4:
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Figura 4: Representacdo modificada de espectros das amostras de HA com teores de Ag variando
entre 0.5% e 6.0% sem calcinagdo obtidos por Romeshbabu et al.
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Os resultados de testes das amostras sintetizadas por Rameshbabu et al. contendo
teores de prata entre 0.5% e 1.5%, apresentaram eficacia como agente bactericida para E. Coli
e S. aureus, sem comprometer a bioatividade e osteointegracgao.

3.4. Técnica de obtencao de hidroxiapatita dopada com prata via iumida

Os principais métodos de obtencdo de hidroxiapatita sintética sdo método via Umida,
hidrotermal, dos alcéxidos e por fluxo. O método via Umida constitui-se o mais popular e mais
utilizado industrialmente por ser de relativa facilidade, baixo custo e os resultados obtidos sao
bastante satisfatdrios, sendo este o método de escolha para obtencdo da hidroxiapatita
analisada neste trabalho.

No método via Umida, temos um primeiro estagio de reagdo, os ions calcio e fosfato em
solucdo alcalina, precipitam na forma de hidroxiapatita ndo estequiométrica ou deficiente em
calcio (fosfato de calcio amorfo). Fato este, explicado pela regra de Ostwald [SECKLER et af], o
qual prediz que compostos formar-se-do em determinadas condi¢cdes de processo. Segundo
esta regra, a primeira fase que se forma serd aquela de maior solubilidade. Essa fase se
transforma seguidamente por dissolugdo e recristalizacdo nas fases menos sollveis. A fase
finalmente obtida é o composto menos soluveis. A consequéncia desta regra, é que para
valores de pH superiores a 7, a primeira fase a cristalizar é o fosfato de calcio amorfo, que se
converte lentamente em hidroxiapatita. Para pHs entre 5 e 7, pode ocorrer também a
formacdo de precursores como fosfato octacalcico e bicalcico. Sendo assim, para se alcancgar
hidroxiapatita de elevada pureza é de suma importancia que tenhamos processos de
envelhecimento longos dentro de um rigoroso controle de pH [ISHIDA, 2004].

Para que uma ceramica em forma de pd tenha propriedades adequadas para que essa
possa ser utilizada como ceramica biocompativel ela deve apresentar: particulas com
composicao homogénea, muito fina, e com distribuicdo granulométrica estreita [TEIXEIRA,
1992].

Uma das principais desvantagens deste método reside no fato de obterem-se pds com
particulas aglomeradas, devido a tensdo superficial da agua. Estes aglomerados ao se
consolidarem formam granulos que apresentam caracteristicas indesejaveis a um pd ceramico.
O método via Umida permite obter-se pds de hidroxiapatita com pouca ou nenhuma
cristalinidade e este processo apresenta-se em duas formas, por rea¢cdes de neutralizacdo de
solugGes acidas e alcalinas (objeto deste estudo) e outra que envolve reagdes entre sais de
fosfato e calcio.

A partir das reagdes acido-base, se obtém particulas menores que 1 micrémetro e
cristalinidade similar ao do tecido dsseo, ou seja, baixa. A maior dificuldade é encontrar a
propor¢do exata de ions Ca’* e PO,” na solucdo de preparacdo. E de suma importancia o
controle da razdo Ca/P, pois essa é decisiva na composi¢cdo quimica e nas propriedades da
hidroxiapatita resultante [AOKI, 1991]. O subproduto da rea¢do é agua [KOLTHOFF et al, 1969].
Abaixo a equacdo da reagao deste processo [AOKI, 1991], [LE GEROS, 1991]:

10Ca(OH), + 6H3PO,4 = Cayp(PO,)s(OH), +18H,0

A hidroxiapatita dopada com prata pode ser obtida substituindo-se parte do Ca(OH),
por AgNO; obtendo-se como resultado a hidroxiapatita com prata de férmula Cay.
«Ag,(P0O,)6(OH), , onde “X” é o teor de prata que se encontra na estrutura. Deste modo a razdo
Ca/P é substituida pela razdo atdmica [Ca+Ag]/P que se deseja seja 1,67.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais utilizados

a)
b)
c)
d)
e)
f)
g)
h)

bb)
cc)

dd)

Becker 600 ml — marca limabor TGi

Balanga — marca Bell Engineering; modelo UMank 1000 — Classe |l

Espatula duas pontas — marca desconhecida

Proveta graduada 500 ml — marca SATELIT HS375 — TC20°C

Baldo volumétrico de fundo redondo 1000 ml — marca MERCOLAB
Controlador de temperatura digital PID — marca INCON - CNT120

Manta térmica com baldo de fundo redondo — marca FISATAM

Agitador mecanico com velocidade controlada — marca ETICA Equipamentos
Cientificos.

Haste de vidro de borossilicato com haletas de teflon — marca desconhecida
Bureta graduada 50 ml — marca Plena Lab

Funil de separacdao 300 ml com torneirinha de controle de vazao — marca
desconhecida

Haste suporte e garra de fixagdo — marca desconhecida

Papel aluminio — marca desconhecida

Medidor de pH — marca Merck

Motor de indu¢do monofasica 110V — 60Hz — marca Eberle

Bomba de induc¢do a vacuo — marca Cragnill

Kitassato 1000 ml — marca GOES

Funil para filtragdo e mangueira — marca desconhecida

Papel filtro — marca desconhecida

Vasilhame de vidro — marca desconhecida

Alcool etilico — marca desconhecida

Estufa elétrica — marca desconhecida

Forno Elétrico — marca Sanchis Ltda.

Cadinho e pildao — marca desconhecida

Peneira 325 mesh — marca Bertel Industria Metalurgica Ltda.

Pincel — marca desconhecida

Tubo cbénico polimérico — marca desconhecida

MEV de bancada TM 3000 — marca Hitachi High Technologies

Difratdbmetro de Raios-X — marca Philips

Espectrometro de Infra-Vermelho — Spectrum 1000 - FTIR Spectrometer —Perkin

Elmer
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4.2. Matérias-primas utilizadas

ee) Ca(OH),—marca VETEC Quimica Fina
ff)  H3PO,— marca VETEC Quimica Fina
gg) AgNOz;— marca VETEC Quimica Fina
hh) H,O destilada e deionizada

4.3. Etapas do procedimento de obtencao da hidroxiapatita com prata

4.3.1. Pesagem do Ca(OH), e AgNO3

Primeiramente colocou-se becker sobre a balanca e tarou-se, em seguida transferiu-se
o Ca(OH), para o becker e pesou-se. Utilizando-se outro becker, procedeu-se da mesma
maneira para pesagem do AgNOs. Repetiu-se o processo para todos os trés procedimentos de
sintese de HA-Ag (hidroxiapatita com prata) para os diferentes teores de Ag. Listou-se os dados
na Tabela 2.

Tabela 2: Massas de Ca(OH)2 e AgNO3 de acordo com teor de Ag.

X (teor de Ag) Ca(OH)2 (g) AgNO3 (g)
0,50% 18,4274 0,0926
2,00% 18,1496 0,3704
4,00% 17,7792 0,7408

4.3.2. Medicao de H,O e mistura com Ca(OH),

Com auxilio da proveta graduada, mediu-se (500+10 ml) de H,O destilada e deionizada
adicionou-se ao becker contendo Ca(OH), e com a espatula agitou-se durante
aproximadamente 60 segundos, até ser obtida uma mistura homogénea. O sistema contendo a
manta térmica, baldo de fundo redondo (contendo trés aberturas superiores), haste de vidro,
agitador mecanico e controlador de temperatura (Figura 1), foi previamente montado sobre
bancada do laboratério e os dois Ultimos itens ligados a rede elétrica de tensdo 220V.
Transferiu-se a mistura para o baldo na manta térmica lentamente, com pausas para agitacdo
a fim de garantir que ndo ficassem residuos de Ca(OH), no Becker.

Com o controlador de temperatura programado para limite de aquecimento em (90£1)°C
e temperatura inicial da mistura em (2311)°C iniciou-se o aquecimento e a agitacdo com haste
de vidro controlada pelo agitador mecénico, até atingir-se a temperatura desejada, (90+1)°C, o
que levou aproximadamente 45 minutos. Repetiu-se essa etapa nos trés procedimentos de
sintese de HA-Ag com diferentes teores de Ag.
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4.3.3. Medicao de H,O e mistura com AgNO3

Mediu-se 10+1ml de H,0 destilada e deionizada e adicionou-se ao becker contendo e
AgNO; e agitou-se por aproximadamente 60 segundos até obter-se mistura homogénea.
Procedeu-se entdo com a adicdo desta ao baldo na manta térmica que a esta altura ja continha

o Ca(OH),. Repetiu-se tal procedimento nos trés processos de sintese da HA-Ag com diferentes
teores de Ag.

4.3.4. Solucao de H3PO,4 e controle da temperatura e agitagcéo

Utilizando a bureta graduada 50 ml, mediu-se (35+1) ml de H3;PO, e colocou-se em baldo
volumétrico de fundo redondo 1000 ml, entdo foram adicionados (1000+20) ml de H,O
destilada e deionizada com auxilio de becker 600 ml a fim de obter-se 4cido fosférico com
diluicdo de 85%. A solucdo foi mantida sob agitacdo por aproximadamente 20 segundos.

Montou-se um sistema constituido de haste suporte e funil de separacdo 300 ml preso a
haste com garra de fixacdo, o funil foi colocado com ponta dentro da abertura direita do baldo
de fundo redondo na manta térmica, enquanto que o sensor de temperatura do controlador
foi posicionado dentro da abertura esquerda em contato com a solucdo. Na abertura superior
encontrava-se a haste de vidro que mantinha a agitacdo, bem como segue na Figura 5.

Figura 5: Sistema de agitacdo, aquecimento e controle de temperatura para sintese de
hidroxiapatita com prata
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Transferiu-se (300+10) ml do Hs;PO, diluido ao funil de separacdo, este com a vélvula de
controle de vazdo aberta a ponto de a vazdo do acido fosfdrico estar proxima a (5x1) ml/min.
As aberturas foram fechadas com papel aluminio a fim de evitar perda das solu¢des por
evaporacdo em fun¢do da temperatura e da volatilidade relativa de cada uma. A solucdo
permaneceu por 24 horas em agitacdo e temperatura controlada de (90+1) °C.

Como o processo de sintese de HA-Ag se da pela substituicdo do calcio pela prata, ndo se
alterou as quantidades da solugdo de H;PO, sendo este procedimento repetido em todos as
trés sinteses de HA-Ag.

4.3.4. Lavagem e Secagem

Utilizando-se o sistema de filtracdo/secagem (Figura 6) composto de motor e bomba de
indugdo, funil com mangueira, Kitassato 1000 ml, haste suporte com garra de fixacdo e papel
filtro, transferiu-se em diversas etapas, o material precipitado obtido para o funil procedendo-
se com lavagens com agua e alcool etilico e filtragdo/secagem. Durante o processo substituiu-
se a cada etapa o papel filtro, colocando-se o material obtido no vasilhame de vidro com
auxilio de espatula. Apds filtracdo de todo precipitado, levou-se o material a estufa elétrica
para secagem em temperatura de 110+10 °C por aproximadamente 24 horas. Procedeu-se da

mesma maneira para as trés sinteses.

Figura 6: Sistema de filtragdo/secagem da hidroxiapatita com prata.
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4.3.5. Calcinacéo

Separou-se o material precipitado em seis amostras, acondicionadas em cadinho de
mulita-zirconia e levaram-se trés delas ao forno elétrico para calcinagdo em temperatura de
800 °C e outras trés amostras a temperatura de 1000 °C em ambos casos com patamar de
6015 minutos. A taxa de aquecimento foi de 150 °C/hora aproximadamente. Na Tabela 3,
classificou-se as seis amostras de acordo com teor de Ag e temperatura de calcinagao.

Tabela 3: Classificagdo de amostras de acordo com teor de Ag e temperatura de calcinagao.

Amostra Teor de Ag (%) Temperatura de Calcinagdo (°C)
1 0,5 800
2 2 800
3 4 800
4 0,5 1000
5 2 1000
6 4 1000

4.3.6. Desaglomeracao

Utilizando-se cadinho e pildao, efetuou-se desaglomeracdo da massa seca e fez-se
peneiramento em peneira 325 mesh com auxilio de pincel. O material foi coletado em
vasilhame metalico e posteriormente transferido para tubos conicos poliméricos para analises
de difracdo de raios-x (DRX), espectrometria de infravermelho (FT-IR) e microscopia eletronica
de varredura (MEV) a fim de caracterizar as HA-Ag.

4.4 Caracterizacao por DRX

A determinacdo das fases cristalograficas e dos tamanhos de cristalitos por difracdo de
raios X (DRX), utilizando-se a formula de Scherrer abaixo descrita, empregou um difratdmetro
de raios X Philips (modelo X’Pert MPD), equipado com monocromador de grafite e dnodo fixo
operado a 40 kV e 40 mA. Os dados foram coletados via tubo de raios-x de Cu (radiacdao Ka=
1,5418 A) a um passo de 0,05°, tempo por passo de 2 segundos e em um intervalo de
varredura de 20° a 509, em que aparece a grande maioria dos picos representativos da
hidroxiapatita, a fim de determinar as fases presentes nas amostras.

Férmula de Scherrer:

Tamanho do cristalito = K x A / FW(S) x COS(0), onde:

K= constante de Scherrer = parametrizada como sendo 1.0
A= comprimento de onda raio-x

FW(S)= largura do pico

O= angulo de Bragg
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4.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) com EDS

A microscopia eletronica de varredura permitiu-nos estimar informagdes sobre
tamanho e morfologia e em segundo plano auxiliou na deteccdo (visual) de fases presentes. O
equipamento utilizado foi um MEV de bancada TM 3000 do LdSM (Laboratério de Design e
Selecdo de Materiais da UFRGS), marca Hitachi. Foi utilizada tensdo de 15KV e as
fotomicrografias foram tiradas com aumentos de 1200X, 4000X e 8000X estas estdo
apresentadas na secao de resultados e discussoes.

4.6 Espectroscopia de Infravermelho (FT-IR)

Com a espectroscopia de infravermelho, buscou-se a informagao sobre a presenga de
grupos funcionais, como HPO4%, CO3%, PO4™ e etc., maneira de substituicdo e pureza. Nesta
técnica detectam-se as frequéncias de vibragao das ligacdes quimicas no sdlido. O teste foi
realizado em espectrometro do LAPOL (Laboratorio de Polimeros da UFRGS) marca Spectrum
1000 — FTIR Spectrometer — Perkin Elmer Co.
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5. Resultados e Discussoes

5.1. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) com EDS

Através da analise das micrografias eletronicas de varredura observou-se a
aglomeracdo das particulas, provavelmente devido ao seu tamanho diminuto (estima-se que
sejam particulas em escala nanométrica <100nm) e consequente enorme area superficial, o
gue impossibilitou-nos analisar a morfologia das particulas. O tamanho de particula diminuto é
esperado para processos de sintese de pds por precipitagao.

Observando-se as micrografias (Figura 7 e Figura 8), evidenciou-se a presenca de aglomerados
com coloragdes diferentes, a grande maioria possui coloracdo acinzentada e uma fragao
menor apresenta colora¢do esbranquicada, tal fato pode referir-se a presenca de duas fases
precipitadas.

TM300Q B265 20140508 WS HL D78 1.3
MFV zmastra 1 (0.5% Ag R0 °C 1200X)

- ~ a o > & e - @
TM3I00_3266 D108 952HL CTb a0k  20um 5020t EOVAUAUE TLE HL USE kA lk  20um
MEV amostra 2 (2% Ag BUJ “C40UUX) MEV amusiia 3 {4% Ay 500 "C 4000%)

T | TM2000_B26T 20130E08 100 HL DE2 WAtk 10um
MEV amostra 1 (0.5% Ag BOD *C §000X) MEV amostra 2 [£5 Ag BUJ “C BUUUK) ||||r_v 3 (43 &g 800 °'C 8)00X)

Figura 7: Microscopias eletrénicas de varredura das seis amostras calcinadas a 800 °C;
evidéncia de aglomerados de particulas nanométricas.
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Tiiated_6350 Zwes0a 1107 HL D?.E :dD-: Mum TM3M0_ETT 20130500 1.0 HL D76 x40k D0un
MEVamostra 5 (2% Ag 1000 *C 4000X) MEV amostra 5 (3% Ag 1000 *C 4000X!

TWI000 8371 0110508 027 HL DEJ =0k TW3000_8381 20130800 11:10 HL C7€ x3.0< 10 wen | | TMAING_AITA 1
MLCY amostra 4 (.02 Ag 1000 °C BO0CK) MEV amastra 5 (2% Ag 1000 °C B000X) MEVY amostra 6 (4% Ag 1000 °C 8000X)

Figura 8: Microscopias eletronicas de varredura das seis amostras calcinadas a 1000 °C;
evidéncia de aglomerados de particulas nanométricas.

Nas Figuras Figura 9, Figura 10, Figura 11, Figura 12, Figura 13 e Figura 14 confirmou-se a partir
de analise com EDS a presenca de prata nas regides mais esbranquicadas.
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Figura 9: MEV da amostra 0.5% Ag calcinada a 800 °C e aumento de 8000X com EDS no ponto
Spectrum 1, evidencia-se a presenca de prata.
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Figura 10: MEV da amostra 2.0% Ag calcinada a 800 °C e aumento de 8000X com EDS no ponto
Spectrum 1, evidencia-se a presenca de prata.
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q-ppﬁn!rum 1

Spectrum 1

Figura1l: MEV daamostra 4.0% Ag calcinada a 800 °C e aumento de 8000X com EDS no ponto
Spectrum 1, evidencia-se a presenca de prata.
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Figura 12: MEV da amostra 0.5% Ag calcinada a 1000 °C e aumento de 8000X com EDS no ponto
Spectrum 1, evidencia-se a presenca de prata.
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Figura 13: MEV daamostra 2.0% Ag calcinada a 1000 °C e aumento de 8000X com EDS no ponto
Spectrum 1, evidencia-se a presenca de prata.
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Figura 14: MEV daamostra 4.0% Ag calcinada a 1000 °C e aumento de 8000X com EDS no ponto
Spectrum 1, evidencia-se a presenca de prata.
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5.2. Difracao de Raios-X (DRX)

A difratometria de raios-x, teve como principais objetivos a deteccdo de fases
cristalograficas presentes nas amostras de HA-Ag e também auxiliar da determinacdo do
tamanho médio dos cristalitos através do método de Scherrer, e parametros de rede.

Na Figura 15, ilustrou-se os difratogramas das seis amostras, trés calcinadas a 800 °C e
outras trés calcinadas a 1000 °C, variando-se o teor de Ag adicionado em 0.5%, 2% e 4%:

& Ag
= 4 HA
g & m C:0
- = s Az © = — —
g = H Y ii 2 3 =) o =
= E G T oo l = & &, . & g
A & T A A )}bﬁ o ™ . Ay & g — %A 3 10002C
A A | A 2 . = 1 A x A
m
h h .
A_ai A AA A N A ;ﬂ A Fw_ SHEREINOCD
——0,5%A2 10008C
A A A A M‘A ; h A e A A h : i
=
=
=
§ ﬁ
—— 4%6Ag BO0RC
!l A M A A i A A~ AN
- A A M AN o . A i h e RO
- A e AUU w o A u N —osmgsonc
20,000 30,000 40,000 50,000
Posicao [2Th.]

Figura 15: DRX das seisamostras de HA com adicdo de prata, variando-se temperatura de
calcinacgdo eteor de prata adicionado.

Em todas as amostras evidenciou-se a presenga dos picos caracteristicos de HA
sintética (JCPDS 09-0432), como principais cita-se os (00 2), (211),(112)e (300)eem
nenhum dos casos detectou-se a presenca de fosfato B-tricalcico (JCPDS 09-0169) e fosfato a-
tricalcico (JCPDS 09-348), resultados similares foram obtidos por [IVORY, 2012].

Hidroxiapatitas deficientes em calcio ou pouco organizadas tendem a sofrer
transformacGes de fase a partir de 800 °C gerando o B-TCP, esta por sua vez, pode ser
estabilizada em temperaturas baixas devido a presenca de metais em substituicdo ao calcio, tal
como o magnésio [MOREIRA, 2010]. A presenca de Ag’ ndo produziu tal transformac3o, sendo
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este um indicativo de boa estabilidade térmica, resultados similares foram obtidos por [IVORY,
2012].

Apenas na amostra 5 (adicdo de 2% de Ag e calcinagdo a 1000 °C) encontrou-se picos
caracteristicos do CaO, (JCPDS 04-0777), (1 1 1) e (2 0 0) o que indica possivel decomposicdo
térmica da HA [Chung et al., 2005].

Nao foram detectados picos referentes ao Ag;PO, (fosfato de prata) e Ag,0 (dxido de
prata), provavelmente a temperatura de calcinagdo utilizada nos experimentos contribuiu para
gue ndo houvesse a formacao destes compostos [NATH et al., 2010].

Nas amostras 1,2,5 e 6 detectou-se a presenca de segunda fase prata metalica (JCPDS

04-0783) com pico caracteristico principal em 26=38°, plano (1 1 1), resultados similares foram
obtidos por [Sushma et al., 2012] para adi¢Bes de prata de 3% e 5% e por [Rameshbabu et al.,
2005], para teores de prata adicionados entre 0.5% e 6.0%. Nas amostras 3 e 4 nao foi possivel
distinguir picos de prata do back ground e a constatacdo de que efetivamente ocorreu
formacdo de tal fase deu-se pela andlise comparativa das micrografias eletronicas de
varredura.

Calculou-se os parametros de rede e listou-se os valores na Tabela 4:

Tabela 4: Parametrosderede para HA, condizentes com o esperado pela literatura.

AMOSTRA a (A c(A
4%Ag1000°C +9.340 +6.850
2%Ag1000°C +9.396 +6.868

0.5%Ag1000°C +9.391 +6.857
0.5%Ag800°C +9.396 +6.873
2%Ag800°C +9.391 +6.870
4%Ag800°C +9.394 +6.870

Calculou-se o tamanho médio dos cristalitos através do método féormula de Scherrer e método
FWHM (full width at hall maximum) para largura de pico. Os valores obtidos, listou-se na
Tabela 5.

Tabela 5: Tamanho de cristalitos por formula de Scherrer.

ERRO RESIDUAL PROFILE
AMOSTRA TAMANHO (nm) FITTING
4%Ag1000°C +54,3 10.90%
2%Ag1000°C +53.8 9.47%
0.5%Ag1000°C +61.6 9.85%
4%Ag800°C +35.2 9.75%
2%Ag800°C +53.6 10.44%
0.5%Ag800°C +65.8 9.24%

A analise do tamanho médio dos cristalitos possibilitou-nos confirmar que os mesmos
possuem tamanho nanométrico. A literatura ainda prevé que geralmente a morfologia para HA
em pod sintetizada por precipitacdo possui formato de agulhas [SAERIA, et al. 2003].
Comparando-se os resultados obtidos para tamanho de cristalito das amostras acima com as
obtidas por [Rameshbabu et al., 2005], evidencia-se que o tamanho dos cristalitos condiz com
os esperados pela literatura.
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5.3. Espectroscopia Vibracional na Regido do Infra Vermelho com
Transformada de Fourier (FT-IR)

Através da andlise de espectroscopia vibracional na regido do infravermelho com
transformada de Fourier (FT-IR), evidenciou-se a presenca das seguintes bandas de absorc¢do
em todas as amostras calcinadas em 800 °C:

OH (£3572 cm™ e +632 cm™?)

H,0 (£1090 cm™ e +632 cm™)

PO, (£1090 cm™, +1040 cm™, +962 cm ™, 602 cm™ e £ 570 cm™)
CO5 (intervalo de +1655 cm™até +1424 cm™ e 913 cm™)

A configuracdo de bandas de absor¢do acima relatadas e apontadas na Figura 16, sdo
caracteristicas de hidroxiapatita sintetizada em meio aquoso. O método de precipitacdo de HA
em meio aquoso, quando realizado sem controle de atmosfera de sintese, favorece a
incorporagdo do CO5™ 3 estrutura da HA (BOANINI et al., 2010 e DRIESSENS et al., 1990), tal
incorporagdo ocorreu e é evidenciada pela presenca das bandas de absorc¢do nos intervalos
indicados acima.

el samquosiy

B,

(el

——0,5A2800°C
—— 14g800°C PO,

LAEB00"C

4000 2500 2000 4500 oo 1500 1000 suo o
Wavemumber [or!]

Figura 16: FTIR amostras calcinadas a 800 °C; todas bandas caracteristicas de HA sintetizada
por precipitagdo em meio aquoso.
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Nas amostras calcinadas em 1000 °C, evidenciou-se as bandas de absor¢ao abaixo, em
todas as amostras:

OH (#3572 cm™ e 632 cm™)

H,0 (1090 cm™ e +632 cm™)

PO, (#1090 cm™, £1040 cm™, £962 cm™, 602 cm™ e £ 570 cm™)
CO,” (intervalo de #1655 cm™ até +1424 cm™)

As bandas acima mencionadas e apontadas na Figura 17, sdo caracteristicas de HA
sintetizada por precipitacdo em meio aquoso e notou-se que com o aumento da temperatura
de calcinacdo obteve-se reducdo na intensidade dos picos respectivos a OH™ e H,0, o que
indica que eliminou-se parcialmente a agua e notou-se também reducdo, praticamente
extincdo, das bandas referentes ao COs?, o que indica que o aumento da temperatura de
calcinacdo expulsou quase que totalmente o CO;” da estrutura, tais resultados foram obtidos
também por IVORY em 2012.

po,t ‘

oenz] aswearnegy

——0,5Ag1000°C |
—— ZAgI000°C
4Ap10007C PO

41000 35CC 3co0 2500 2000 1500 1000 500 ]

Wavennmher [emt|

Figura 17: FT-IR amostras calcinadas a 1000 °C; todas bandas caracteristicas de HA
sintetizada por precipitagdo em meio aquoso.

Segundo [AOKI, 1991], a presenca de grupos CO;” e HPO,? indicariam uma hidroxiapatita
ndo estequiométrica, ou seja, com razdo Ca/P <1,67, porém ndo existem indicios de presenca
de HPO,” o que permite-nos deduzir que a hidroxiapatita sintetizada é estequiométrica e
sendo assim a razdo (Ca+Ag)/P=1,67, uma vez que parte do calcio foi retirado e substituido por
ions de prata.

Comparando-se os espectros obtidos neste trabalho, com os obtidos por Rameshbabu et
al., é possivel dizer que todas as amostras apresentaram picos condizentes com a literatura
para hidroxiapatita dopada com prata e com potencial para utilizagdo em ortopedia como
substituto dsseo e agente bactericida.
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6. CONCLUSOES

Através das anadlises feitas para a sintese de hidroxiapatita com adicdo de prata pelo
método de precipitacdo via Umida, é possivel concluir que:

= Obteve-se hidroxiapatita sintética nanométrica dopada com prata, com potencial para
utilizacdo em humanos, como substituto dsseo bem como possivel agente bactericida.

= Obteve-se segunda fase precipitada (prata) em todas amostras e tal fato ndo deve
prejudicar a utilizagdo de tais amostras como substituto dsseo bem como deve auxiliar
como agente bactericida.

= A adicdo de prata na estrutura da hidroxiapatita ndo causou alteracdes significativas
nos parametros de rede.
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