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Resumo. Além de suas excelentes propriedades ja bem estabelecidas, estudos revelam que Hidroxiapatita (HA)
nanoestruturada apresenta melhor bioatividade quando comparada ao seu correspondente cristalino. Esta
propriedade tem despertado o interesse na utilizagdo de nanoparticulas de HA em aplicacoes médicas,
ortopédicas, odontologicas, cimentos osseos, terapia génica e libera¢do controlada de farmacos. Trabalhos
recentes véem mostrando que o método por via umida por neutraliza¢do de solugdes contendo calcio e fosforo é o
mais adequado para a obten¢do da HA nanométrica, contudo todos os parametros de sintese devem ser
efetivamente controlados, pois cristalinidade, morfologia e tamanho de particulas sdo afetadas por estes. Neste
trabalho, os efeitos da velocidade de adi¢do de acido na composi¢do e tamanho de nanoparticulas de HA foram
estudados. Pos de HA foram obtidos por via umida a partir da reagdo de neutralizacdo entre Ca(OH), e H;PO,,
adotando-se as velocidades de adig¢do de dcido de rapida (20mL/min) e lenta (5mL/min). Os pos foram
analisados por Microscopia Eletronica de Varredura — MEV, Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios X
— EDX, Difratometria de Raios X — DRX, Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier —
FTIR e Distribui¢do granulométrica por difracdo a laser. Os resultados mostraram que a velocidade de adi¢do
de acido interfere diretamente na composi¢do de nanoparticulas de HA quanto a presenga de impurezas e

residuos de outras fases de apatita, contudo ndo apresenta relagdo com o tamanho das nanoparticulas.
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1.  INTRODUCAO

Além de suas excelentes propriedades ja bem estabelecidas, estudos revelam que
Hidroxiapatita (HA) nanoestruturada apresenta propriedades melhoradas quando comparadas
ao material com particulas de tamanhos convencionais, principalmente melhor bioatividade
que seu correspondente cristalino. Esta propriedade tem despertado o interesse na utilizagdo
de nanoparticulas de HA em diferentes aplicacdes onde a distribuicdo de tamanho de
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particulas e a morfologia podem apresentar aplicacdes especificas, tais como substitui¢ao e
reparo do tecido 6sseo em aplicagdes médicas, ortopédicas e odontoldgicas, cimentos 0sseos,
terapia génica e liberagdo controlada de farmacos [Salimi, 2012; Guastaldi, 2010; Dorozhkin,
2010; Rey, 2007].

Vérios métodos tém sido propostos para a preparagdo de nanoparticulas de HA, os
quais sdo classificados como métodos por via seca ou por via umida, tais como: precipitacao
quimica em solugdes aquosas (método por via umida), sol-gel, freeze-drying, sintese
hidrotérmica, sintese mecano-quimica, hidrélise de outros fosfatos de calcio,
eletrocristalizacao, fragmentacdo de microparticulas induzida por laser, entre outros
[Dorozhkin, 2010]. Os processos por via seca (freeze-drying, sintese mecano-quimica,
fragmentacdo de microparticulas induzida por laser) resultam em pds muito finos e
homogéneos, porém estes métodos geralmente ndo permitem a obtencdo de materiais com
composicao estequiométrica bem definida, além do dificil controle das condi¢des de sintese
[Kawachi, 2000]. Trabalhos recentes vém mostrando que o método por via tmida por
neutralizagdo de solugdes contendo célcio e fosforo é o mais adequado para a obtengao da HA
nanométrica. Campos et. al. sintetizaram HA por 3 rotas diferentes: a) precipitagdo do acetato
de calcio e fosfato de amodnia dibésico; b) neutralizacdo do hidroxido de célcio e acido
fosforico e c) rota sol-gel de acetato de calcio e 4cido fosforico em meio alcoolico. Os autores
observaram que os pds obtidos por neutralizagdo exibiram os melhores resultados em termos
de cristalinidade e estabilidade térmica [Dorozhkin, 2010; Cai, 2008; Gouveia, 2008].

A metodologia utilizada para a obtencdo de HA pelo método por via umida por
neutralizacdo ¢ baseada nos métodos de Rathje e Hayek, que consistem na adicdo em gotas do
acido ortofosforico numa suspensdo de hidréxido de calcio formando dgua como subproduto,
de acordo com a reagdo abaixo [Gouveia, 2008]:

10 Ca(OH)z +6 H3PO4 > Calo(PO4)6(OH)2 +18 HzO

Tendo em vista que o Ca(OH), ¢ pouco solivel em agua e a forma como os ions
ortofosfato se dissociam ¢ dependente do pH, para se obter HA monofasica pelo método de
neutralizacdo todos os pardmetros de sintese, tais como, natureza e composi¢ao do materiais
de partida, pH, razdo de adi¢do do acido e temperatura da solu¢do preparada, devem ser
efetivamente controlados, pois propriedades como cristalinidade, morfologia e tamanho de
particulas sdo afetadas por estes [Gouveia, 2008; Pang, 2003].

Temperatura de sintese e de calcinacdo, pH, periodo de envelhecimento e velocidade
de agitagdo sdo parametros estudados por diversos autores [Salimi, 2012; Gomes, 2008;
Natarajan, 2008; Pang, 2003], os quais sdo relacionados com a sua infléncia no tamanho de
particulas de nanopos de HA, contudo a influéncia da velocidade de adi¢ao do acido fosforico
e do rigido controle do pH durante a sintese sdo pardmetros pouco estudados na literatura.
Dessa forma, este ¢ um dos primeiros trabalhos a estudar a influéncia da velocidade de adi¢ao
de acido na composi¢@o e no tamanho de particulas de nanopos de HA. Esses sdo parametros
importantes, tendo em vista a utilizagdo de nanoparticulas de HA em grande niimero de
aplicagdes onde a distribui¢do de tamanho de particulas e a composi¢do podem afetar sua
eficécia.

Neste trabalho, os efeitos da velocidade de adicio de 4acido na morfologia,
composi¢ao ¢ no tamanho de particulas de pos de HA obtidos por neutralizagdo foram
estudados. Os po6s foram obtidos por via imida a partir da reagdo de neutralizagdo entre
hidroxido de célcio [Ca(OH),] e acido fosforico [H3PO4], adotando-se as velocidades de
adicdo de 4cido de rapida (20mL/min) e lenta (SmL/min). Morfologia, composi¢do e tamanho
das particulas foram analisados por Microscopia Eletronica de Varredura — MEV,
Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios X — EDX, Difratometria de Raios X — DRX,
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Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier — FTIR e Distribui¢cdo
Granulométrica por Difragdo a Laser.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1 Preparacio de pos de HA:

Pos de HA foram preparadas pelo método por via umida a partir da reacdo de
neutralizagdo entre Hidroxido de Calcio [Ca(OH),] 0,5M e Acido Fosférico [H;PO4] 0,3M.
Com o objetivo de obter como principal fase a HA, as propor¢des dos reagentes foram
ajustadas para o valor da razdo Ca/P de 1,67. A suspensdo de Ca(OH), foi mantida sob
aquecimento a 80°C por 30 minutos sob agitacdo constante e, em seguida, adicionou-se a
solugdo de H3PO4 nas velocidades de 20mL/min (rédpida) e SmL/min (lenta). Durante o
experimento o pH do meio reacional foi monitorado. Cessada a mistura dos reagentes, a
suspensdo obtida foi submetida a envelhecimento pelo periodo de 24 horas a temperatura
ambiente. Os precipitados obtidos foram filtrados a vacuo e lavados com 4gua deionizada.
Ap6s secagem em estufa a 40°C por 24 horas, os pos foram submetidos a tratamento térmico
com patamares de temperatura de 300, 550 e 800°C por 3 horas cada, com taxa de
aquecimento e resfriamento de 5°C/min.

2.2 Caracterizagao das particulas de HA:

A composi¢do e o tamanho das particulas foram analisados por Microscopia
Eletronica de Varredura — MEV, Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios X — EDX,
Difratometria de Raios X — DRX, Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de
Fourier — FTIR e Distribuicdo Granulométrica por Difracdo a Laser. A identificacdo das fases
de apatita foi realizada comparando-se os dados obtidos de DRX com as fichas padrdes da
base de dados mantida pelo JCPDS — Joint Commitee for Powder Diffraction Studies. A
fragdo de fase cristalina (Xc) nos p6s foi calculada utilizando-se a equacgdo 1 [Pang, 2003]:

Xe=1- (V112300 / I300) 1)
onde V12300 € a intensidade do alo entre os picos de difragdo (112) e (300) da HA e Ispo € a
intensidade do pico de difragdo (300) da HA.

3.  RESULTADOS E DISCUSSOES

Os espectros de DRX dos pds de HA obtidos adotando-se diferentes velocidades de
adic¢ao de acido sdo apresentados na figura 1. Observa-se que a velocidade de adi¢do de acido
apresentou influéncia na composicdo e na cristalinidade dos pds obtidos. A adocdo de
velocidade rapida de adigdo originou pés compostos pela mistura de HA e B-fosfato tricalcico
(B-TCP), além da presenca de Ca(OH), como impureza, sendo este indesejavel devido ao
carater citotoxico que confere aos pos, em decorréncia do elevado pH, Figura 1(a). A figura
1(b) mostra que a adogdo de velocidade lenta de adicdo de 4cido levou a formacgdo de pos
bioceramicos compostos por HA como fase tinica. A presenca de CaCO; pode ser observada
na composicao de todos os pos biocerdmicos. A presenga de picos de difracdo mais estreitos
nos difratogramas dos p6s bioceramicos obtidos por velocidade lenta de adi¢ao, Figuras 1(b),
indica a maior cristalinidade destes quando comparados aos pos obtidos por velocidade
rapida, o que corrobora com os valores da fragdo de fase cristalina (Xc), calculada utilizando-
se a equagdo 1, dos pos bioceramicos obtidos por velocidades de adig¢do rapida e lenta: 0,61%
e 0,69%, respectivamente.
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Figura 1: Espectro de DRX dos pds de HA obtidos adotando-se velocidades de adiciao de

acido rapida (a) e lenta (b).

Os espectros de FTIR dos pés de HA, Figura 2, confirmam os resultados obtidos por
DRX. Bandas caracteristicas dos grupos PO4 (em 562 e 600 cm™), POH (em 870 e 1040 cm™)
e do grupo OH referente a HA (em 3569 cm™) sdo observadas em ambos os espectros. A
presenca da banda caracteristica do grupo OH do Ca(OH), em 3642cm™ é observada somente
para os pos obtidos por velocidade rapida (Figuras 2(a)), confirmando a presenca de residuos
deste composto. As bandas em 1416 e 1469cm™ sdo devido a formacio de grupos CO;
decorrente do aprisionamento do CO, atmosférico durante o periodo de sintese e tratamento
térmico. As bandas em 1640 ¢ 3400cm™ sdo referentes a 4gua, sendo que esta wltima,
referente H,O adsorvida, indica a presenca de uma camada hidratada nos pds bioceramicos
obtidos, o que confirma que s3o formados por nanoparticulas. Analises estruturais realizadas
empregando-se Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)
revelam que nanoparticulas de apatita sdo compostas por uma camada hidratada na superficie
em conjunto com a estrutura tipica da apatita. A camada hidratada ¢ composta por espécies
ionicas que podem ser facilmente e rapidamente trocadas por ions ou macromoléculas
presentes nos fluidos vizinhos. Essa camada hidratada ¢ instavel, transformando-se
progressivamente na estrutura apatitica mais estavel a partir do envelhecimento no meio
aquoso [Dorozhkin, 2010].

1487



20° CBECIMAT - Congresso Brasileiro de Engenharia e Ciéncia dos Materiais
04 a 08 de Novembro de 2012, Joinville, SC, Brasil

—

o
o
o)) 2 &
h S o
Mg o o)
™M ©
3 39 o
=} < g
o — bt
1040
' I ' I ' I ' I ' 1 ' I ' I
4000 3200 3000 2500 2000 1500 1000 200

Numero de onda (cm™)
Figura 2: Espectro de FTIR dos pos bioceramicos obtidos adotando-se velocidades de
adicdo de acido rapida (a) e lenta (b).

A morfologia dos pds bioceramicos obtidos adotando-se velocidades de adigcdo de
acido rapida e lenta ¢ apresentada na Figura 3. Observa-se que a ado¢do de ambas as
velocidades originou pds bioceramicos com morfologias tipicas de nanoparticulas de HA apos
sinterizagdo, ou seja, formados por aglomerados de pequenas particulas de tamanhos
nanométricos, sendo que a morfologia destas particulas foi influenciada pela velocidade de
adicdo de acido adotada. As particulas presentes nos aglomerados dos pos obtidos pela rapida
adicdo de acido apresentaram morfologia flocular, com contornos irregulares € menos
definidos (Figuras 3(a)). Por outro lado, a lenta adicdo de acido originou aglomerados
formados por pequenas particulas esféricas, com contornos mais regulares e definidos
(Figuras 3(b)), decorrente da mais alta cristalinidade em comparacdo aos pds obtidos por

velocidade rapida de adi¢do de acido [Pang, 2003].
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Figura 3: MEV dos pés bioceramicos obtidos adotando-se velocidades de adi¢ao de acido
rapida (a e b) e lenta (c e d).

A morfologia dos pods, apresentada na Figura 3, indica que os aglomerados sdo
formados por particulas que apresentam ampla distribuicdo de tamanho, o que pode ser
confirmado pelas curvas representativas da distribuicdo granulométrica apresentadas na
Figura 4. P6s bioceramicos obtidos adotando-se rapida velocidade de adicdo de acido
apresentaram porcentagem inferior a 5% de sua massa composta por particulas e/ou
aglomerados com didmetro esférico menor que 1 pum, enquanto que cerca de 25% foi
composta por aglomerados com didmetro esférico na faixa de 1 a 10pm e aproximadamente
80% com didmetro esférico na faixa de 10 a 100um. Contudo, os pos bioceramicos obtidos
por velocidade de adigdo lenta apresentaram maior percentual de massa acumulada composta
por particulas e/ou aglomerados com diametro esférico inferior a 1 um e na faixa de 1 a
10um. A velocidade de adi¢dao de 4cido ndo apresentou influéncia significativa no diametro
dos aglomerados, pois em ambos os pos os aglomerados apresentaram diametros médios de
18um. Diversos estudos mostram que temperatura de sintese e periodo de envelhecimento sdo
0os parametros que afetam o tamanho das particulas e/ou dos aglomerados de pods
bioceramicos [Pang, 2003; Gomes, 2008].
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Figura 4: Curvas de distribuicio de tamanho de particulas e/ou aglomerados dos
pos bioceramicos obtidos adotando-se velocidades de adicio de acido rapida (a) e lenta

(b).
A formacdo de HA a partir solu¢des aquosas supersaturadas envolve a precipitacao

inicial de fosfato de célcio amorfo (ACP), como previsto pela regra de estagios de Ostwald.
Segundo esta regra, a primeira fase a se formar ¢ a de maior solubilidade, a qual se transforma
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por dissolucdo e recristalizagdo em fases menos soluveis [Dorozhkin, 2010; Cai, 2008;
Gouveia, 2008; Kanazawa, 1989; Aoki, 1991]. Por se tratar de uma fase metaestavel, apds sua
cristalizacdo o ACP passa por um ou mais passos intermedidrios de recristalizagdo. Para
valores de pH superiores a 7, ACP se converte a HA, conforme descrito [Abbona, 1996;
Kanazawa, 1989]: ACP > OCP > HAp > HA. Contudo, para valores de pH entre 5¢ 7, a
formagao de HA ¢ interferida, pois ACP se converte diretamente a DCPD [Dorozhkin, 2010;
Cai, 2008; Gouveia, 2008; Kanazawa, 1989; Aoki, 1991].

Durante os procedimentos experimentais observou-se que a adi¢do de acido de forma
rapida fez com que o pH do meio reacional diminuisse rapidamente de 12 para 5,7 ao final da
adicdo, o que favoreceu a transfomagao de ACP a DCPD, levando a formagao, por tratamento
térmico, da mistura de fases de HA e B-TCP, segundo as transformagdes abaixo [Kanazawa,
1989; Aoki, 1991]:

500°C — 850°C

DCPD ————— B-TCP

500°C

ACP HA

Diferentemente, adotando-se lenta adicdo de acido o pH do meio reacional diminuiu
de forma gradual, passando de 12 a 7 ao final da adicdo, favorecendo a recristalizacdo de ACP
a OCP e HAp, como descrito acima, os quais se transformam a HA por tratamento térmico,
conforme descrito abaixo [Kanazawa, 1989; Aoki, 1991]:

250°C — 300°C
oCP —— ——

HA

ACP —22C . HA

HAp — 2 5 HA

Como a adocdo do método de precipitacio para a obtengdo de HA envolve a
dissolu¢do do Ca(OH); e a dissociacdo dos ions ortofosfatos, a baixa solubilidade do Ca(OH),
em agua associada ao curto periodo de reacao decorrente da adigdo de acido de forma rapida
ndo favoreceram a ocorréncia deste enventos e da interacdo entre os reagentes de forma
adequada, o que fez com que quantidades remanescentes de Ca(OH), permanecessem em
solugdo e, consequentemente, na composicdo dos pos biocerdmicos obtidos por velocidade
rapida de adi¢ao de acido.

4. CONCLUSOES

A velocidade de adicao de 4cido apresentou influéncia significativa na composicao de
nanoparticulas de HA obtidas pelo método de neutralizag¢ao, contudo ndo apresentou relagao
com o tamanho de particulas. A adogdo de velocidade rapida originou pés compostos pela
mistura de fases de HA e B-TCP e residuos citotoxicos de Ca(OH),. Diferentemente, pela
adocao de velocidade lenta obteve-se po6s compostos somente por HA. A velocidade de adi¢ao
de acido afetou a composicao das nanoparticulas de HA devido a sua influéncia no pH do
meio reacional. O tamanho de particulas foi semelhante para ambos os pos biocerdmicos
obtidos.
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Abstract. In addition to its excellent properties are well established, studies show that nanostructured
hydroxyapatite (HA) has a better bioactivity when compared to its crystalline corresponding. This property has
stimulated interest in the use of nanoparticles of HA in medical, orthopedic, dental applications, bone cements,
gene therapy and controlled drug release. Recent studies have shown that the wet method by neutralization of
solutions containing calcium and phosphorus is the most suitable for obtaining the nano-HA, however all
synthesis parameters should be effectively controlled, as crystallinity, morphology and particle size are affected
by them. In this study, the effects of rate of addition of acid in the composition and size of nanoparticles of HA
were studied. HA powder were obtained by the wet method from the neutralization reaction between Ca(OH),
and H;PO,, adopting the speed of addition of acid fast (20mL/min) and slow (5mL/min). The powders were
analyzed by Scanning Electron Microscopy - SEM, Energy Dispersive Spectroscopy X-ray - EDX, X-Ray
Diffraction - XRD, Spectroscopy Fourier Transform Infrared - FTIR and size distribution by laser diffraction.
The results showed that the rate of addition of acid directly interferes with nanoparticle composition of HA for
the presence of other impurities and residues of apatite phases, however, is not related to the size of the
nanoparticles.

Keywords: Biomaterials, Hydroxyapatite (HA), Nanoparticles.
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