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RESUMO

O trabalho desenvolvido teve como objetivo a sintese de nanoparticulas de hidroxiapatita
com o processo de rota via Umida, utilizando um roteiro para sintese ndo estequiomeétrica
e adaptado para uma sintese de nanoparticulas estequiométrica. Na metodologia utilizada
neste trabalho, foi realizado o preparo de solu¢des estequiomeétricas de nitrato de célcio e
fosfato de amonio como precursores da hidroxiapatita, utilizando a razdo Ca/P de 1,67.
Para a realizacéo da sintese com as solu¢des preparadas, foi determinado que para manter
a razdo estequiométrica necessaria, utilizou-se 100ml de fosfato de aménio para cada
30,98ml de nitrato de calcio. Como resultado, foram obtidas nanoparticulas de hidroxiapatita
estequiométrica nas faixas de 58,59nm a 93,75nm em regides especificas de aglomerados
através da analise de MEV e médulo STEM. Foi realizado também uma analise qualitativa
elementar (EDS) que indicou que no material analisado ndo havia contaminacdes e
estavam presentes apenas o0 calcio (Ca) e fosforo (P). As estruturas cristalinas e
composicdo de fases das amostras produzidas foram confirmadas via difracdo de raios-X.
A analise de calorimetria diferencial de varredura (DSC) mostrou que ndo ha picos
exotérmicos de cristalizacdo entre 30-1100°C indicando nenhuma formagédo ou
transformacao de fases novas nessa faixa de temperatura. Uma analise de dispersao e
tamanho de particula (DTP) foi realizada em conjunto para confirmacdo do tamanho de
particula e curva de distribuicdo, aglomerados formados nas sinteses foram observados em
pouca quantidade na faixa nanométrica, e maiores quantidades nas faixas
submicrométricas e micrométricas. Para a proposta de réplica inversa, um molde funcional
foi projetado via manufatura aditiva com o objetivo de obter um scaffold ceramico com
geometria complexa. Além disso, foi preparada uma suspensao ceramica para validar o
método proposto.

Palavras-chave: nanoparticulas; hidroxiapatita; sintese; manufatura aditiva; método de
réplica inversa.
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RESUMEN

El objetivo del trabajo desarrollado fue la sintesis de nanoparticulas de hidroxiapatita con el
proceso de ruta humeda, utilizando un script para sintesis no estequiométrica y adaptado
para una sintesis estequiométrica de nanoparticulas. En la metodologia utilizada en este
trabajo se prepararon soluciones estequiométricas de nitrato de calcio y fosfato de amonio
como precursores de hidroxiapatita, utilizando una relacion Ca/P de 1,67. Para realizar la
sintesis con las soluciones preparadas, se determind que para mantener la relacion
estequiométrica necesaria se utilizaron 100ml de fosfato de amonio por cada 30,98ml de
nitrato de calcio. Como resultado, se obtuvieron nanoparticulas estequiométricas de
hidroxiapatita en los rangos de 58,59 nm a 93,75 nm en regiones especificas de grupos
mediante andlisis de moédulos SEM y STEM. También se realiz6 un analisis cualitativo
elemental (EDS), el cual indicé que no hubo contaminaciones en el material analizado y
solo estuvieron presentes calcio (Ca) y fosforo (P). Las estructuras cristalinas y la
composicion de fases de las muestras producidas se confirmaron mediante difraccion de
rayos X. El analisis de calorimetria diferencial de barrido (DSC) mostré que no hay picos de
cristalizacién exotérmica entre 30 y 1100 °C, lo que indica que no se forman ni transforman
nuevas fases en este rango de temperaturas. Se realizé un andlisis de dispersion y tamario
de particula (DTP) en conjunto para confirmar el tamafio de particula y la curva de
distribucion, los aglomerados formados en las sintesis se observaron en pequefias
cantidades en el rango nanométrico y en cantidades mayores en el rango submicrométrico
y micrométrico. Para la propuesta de réplica inversa, se disefié un molde funcional mediante
fabricacion aditiva con el objetivo de obtener un scaffold ceramico de geometria compleja.
Ademas, se prepard una suspension ceramica para validar el método propuesto.

Palabras clave: nanoparticulas; hidroxiapatita; sintesis; fabricacion aditiva; método de
replicacion inversa.
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ABSTRACT

The objective of the work developed was the synthesis of hydroxyapatite nanoparticles with
the wet route process, using a script for non-stoichiometric synthesis and adapted for a
stoichiometric synthesis of nanoparticles. In the methodology used in this work,
stoichiometric solutions of calcium nitrate and ammonium phosphate were prepared as
precursors of hydroxyapatite, using a Ca/P ratio of 1.67. To carry out the synthesis with the
prepared solutions, it was determined that to maintain the necessary stoichiometric ratio,
100mL of ammonium phosphate was used for every 30.98mL of calcium nitrate. As a result,
stoichiometric hydroxyapatite nanoparticles were obtained in the ranges of 58.59nm to
93.75nm in specific regions of clusters through SEM and STEM module analysis. An
elementary qualitative analysis (EDS) was also carried out, which indicated that there were
no contaminations in the analyzed material and only calcium (Ca) and phosphorus (P) were
present. The crystalline structures and phase composition of the produced samples were
confirmed via X-ray diffraction. Differential scanning calorimetry (DSC) analysis showed that
there are no exothermic crystallization peaks between 30-1100°C indicating no formation or
transformation of new phases in this temperature range. A dispersion and particle size (DTP)
analysis was carried out together to confirm the particle size and distribution curve,
agglomerates formed in the syntheses were observed in small quantities in the nanometer
range, and larger quantities in the submicrometer and micrometer ranges. For the inverse
replica proposal, a functional mold was designed via additive manufacturing with the aim of
obtaining a ceramic scaffold with complex geometry. Furthermore, a ceramic suspension
was prepared to validate the proposed method.

Key words: nanopatrticles; hydroxyapatite; synthesis; additive manufacturing; reverse
replication method.
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12

1 INTRODUCAO

1.1 MOTIVACAO E JUSTIFICATIVA

O aumento da expectativa de vida humana em decorréncia dos avancos da
medicina € conhecido e benéfico para a sociedade como um todo. No entanto, dentre as
doencas que afetam a estrutura 6ssea humana, a osteoporose e a perda éssea tém sido
amplamente estudadas devido aos seus efeitos devastadores na qualidade de vida das
pessoas. Bioceramicas e préteses feitas com materiais compativeis ao corpo humano
devem ser desenvolvidas nas mesmas condi¢des interdisciplinares que definem o
desenvolvimento de outros biomateriais mais tradicionais. Nesse contexto, espera-se que
os profissionais da engenharia de materiais contribuam significativamente para o
crescimento e desenvolvimento da area por meio do estudo de novos biomateriais, além de
fornecer novas técnicas de processamento (KAWACHI et al., 2000; HENESS e BEN-
NISSAN, 2004).

Os estudos sobre a hidroxiapatita (HAp) sdo recentes e estéo crescendo,
principalmente relativos a sintese do material. HAIDER et al. (2017) trazem que as técnicas
mais comuns de precipitacdo de particulas de HAp incluem precipitacdo quimica, emulséao,
vapor quimico, irradiagdo por microondas e outras. Os métodos utilizados no preparo das
particulas de HAp resultam em diferentes morfologias e composi¢des quimicas.

HAIDER et al. (2017) apresenta que o estudo sobre a hidroxiapatita esta
crescendo e que a quantidade de artigos publicados entre 2006 e 2016, apresentada na
Figura 1 a seguir, aponta que o material tende a crescer na area da pesquisa devido ao seu
grande potencial na area biomédica e, mais especificamente, na regeneracao do tecido

6sseo.
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13

Figura 1 — Artigos publicados sobre a hidroxiapatita entre os anos de 2006 e 2016.

2
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- 8 8 8 &8 ¢ 8
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Fonte: HAIDER et al. ADAPTADO.

No entanto, os autores também trazem que a sintese de nanoparticulas de
HAp estequiométrica e com alta cristalinidade € dificil de se obter, devido ao tamanho das
particulas e parametros de sintese, que séo facilmente afetados por fatores externos e dos
préprios métodos. Entretanto, os métodos Uumidos convencionais se mostram capazes de
controlar a estequiometria do produto final. Além disso, ha dificuldades em controlar a
nucleagcdo simultdnea, o crescimento de cristais, 0 engrossamento e aglomeracao das
particulas, processos que ocorrem durante a precipitacdo dos reagentes durante o
processo de sintese.

Com a tecnologia de manufatura aditiva, a técnica de Fused Deposition
Modeling (FDM) é uma tecnologia originada da manufatura aditiva que permite novas
possibilidades de fabricagcédo para produtos complexos, em termos de velocidade e custo
beneficio, favorecendo o estudo em scaffolds (suportes porosos para regeneracdo de
tecidos) para aplicacdes na engenharia de tecidos. Nesse contexto, a manufatura aditiva
fornece um grau de liberdade geométrica, levando a designs com formas complexas e
fabricacdo baseada na demanda solicitada, oferecendo uma reducéao significativa no custo
(BANDYOPADHYAY et al., 2015). A técnica de FDM se mostra uma tecnologia eficiente
em relacdo a precisdo das estruturas porosas obtidas, apresentando erros entre 0s
scaffolds e o modelo computacional tridimensional menores que 5% (YANG et al., 2019).

Somando essas tecnologias com o método de réplica inversa proposto que

consiste em preencher um material polimérico com a suspensdo ceramica em suas
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estruturas e faces internas (funcionalizando como molde), mantendo a integridade sélida
da peca ceramica a ser obtida.

O estudo da variacdo de parametros na sintese da hidroxiapatita para
obtencéo de nanoparticulas se mostra cada vez mais necessario, pois é durante a sintese
gue ocorre a fase da hidroxiapatita e, dependendo da temperatura em que 0 processo
ocorre, juntamente com o grau de agitacéo, diferentes estruturas morfolégicas podem ser
obtidas — como nanoesferas e nanobastdes, por exemplo (CHANDRASEKARAN et al.,
2013). Mantendo a estequiometria do material (Ca/P = 1,67), é possivel obter um
biomaterial funcional com os requisitos necessarios para aplica¢des biologicas.

Estudar novas abordagens para as aplicacdes biomédicas, como o trabalho
conjunto de sintese das nanoparticulas de HAp e elaboracdo de uma suspensao ceramica
para aplicacdo em moldes de geometria complexa produzidos por manufatura aditiva (MA),

€ um passo com grande potencial no campo da engenharia.
1.2 OBJETIVOS

Diante do exposto, o objetivo principal deste trabalho € a variacdo de
parametros de sintese para obtencéo e caracterizacdo do pd de hidroxiapatita na faixa
nanomeétrica estequiométrico aliado a proposta de uma rota alternativa para producéo de
um scaffold bioceramico com auxilio da manufatura aditiva. Com isso, 0s objetivos
especificos deste trabalho envolvem:

e Sintese do p6 de HA em diferentes proporc¢des molares;

e Andlise cristalografica com e sem tratamentos térmicos;

e Analise morfolégica e de tamanho de particulas ap6s moagem com e sem
tratamentos térmicos;

e Producao de um molde funcional via MA para conformacgao de um scaffold,;

e Formulagcdo uma suspensdo ceramica de HAp para preenchimento do molde
funcional

e Sinterizacdo da estrutura obtida visando obter scaffold bioceramico para validagéo

da proposta de réplica inversa;
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 BIOMATERIAIS

Por definicdo, um biomaterial € denotado como qualquer material usado
para fabricar dispositivos para substituir uma parte ou funcéo do corpo humano de maneira
segura, confiavel, econémica e fisiologicamente aceitavel (JOON et al.,, 2007). Sé&o
projetados para substituir partes do corpo e permitir a recuperacao de fungdes biolégicas
afetadas por doencas ou acidentes. Biocompatibilidade e biofuncionalidade séo as
principais caracteristicas necessarias para gue esses materiais exercam essas funcoes. A
biocompatibilidade é a aceitacdo do biomaterial pelo corpo, ja a biofuncionalidade
representa a habilidade do material desempenhar a funcédo desejada (FULMER et al.,
1992).

Os biomateriais na engenharia de tecidos podem ser divididos em trés
grupos funcionais: inertes, bioativos e bioabsorviveis. Os biomateriais inertes (ou
bioinertes) sdo materiais que nao promovem nenhuma reacdo quimica entre o tecido e o
implante, quando implantados ha a formacdo de um tecido fibroso, impedindo o contato
direto entre o tecido e o implante. Os materiais bioativos possibilitam uma atividade
biolégica com o tecido vivo, permitindo a formacdo de uma ligacdo quimica entre o
biomaterial e o tecido, sendo definida como bioadesdo. E, por fim, os materiais
reabsorviveis podem ser incorporados ao tecido, sendo absorvidos e, posteriormente,
sofrendo decomposicdo gradual mediada pela atividade biol6gica local (SANTOS et al.,
2022). A Figura 2 apresenta um esquematico diferenciando os trés grupos funcionais de

biomateriais.
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Figura 2 - Fluxograma esquemaético dos trés grupos funcionais de biomateriais.

Bioinertes Binabsorviveis

Bioceramicas e

Biometais .
Biowvidros

Biopolimeros

Ti & suas gas, Alumina, Fircdnia,
Irgas de Co-Cr, le o5 de calcio
acos inoxdaveis,
Au, Ag, elc. hidroxiapatita).

Fonte: Autor.

A engenharia aplicada em biomateriais direciona a aplicacao da ciéncia dos
biomateriais nos aspectos de design e engenharia no processo de fabricacdo de novos
dispositivos (TEOH, 2004). Em geral, as classes dos materiais (metais, cerdmicas e
polimeros) apresentam diferentes vantagens, desvantagens e aplicacdes referentes a
aplicacdo da engenharia no corpo humano. A Tabela 1 a seguir apresenta as classes de

materiais aplicados no corpo humano referente a aplicacdo médica.
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Tabela 1 - Classe de materiais usados no corpo humano.

MATERIAIS VANTAGENS DESVANTAGENS APLICAGOES
POLIMEROS Nao € um material Suturas;
Resiliente; resistente; Tecidos moles;
(nylon, borracha de Facil de fabricar. Deforma com o Orteses.
silicone, poliéster, etc.) tempo.
METAIS
. . ) Forte; Pode corroer; Substitutos de
(Ti e suas ligas, ligas de Resistente; Denso; Dificuldade articulagoes;
Co-Cr, acos inoxidaveis, Dactil. de processamento. | Placas Osseas;
Parafusos
Au, Ag, etc.) implantados.
CERAMICAS Fragil; Odontoldgica;
Alta N&o resiliente; Implantes
(alumina, zircnia, Biocompatibilidade | Pouco resistente a Ortopédicos;

fosfatos de calcio -
incluindo hidroxiapatita.)

tracao.

Regeneragéo de
tecidos 6sseos.

Fonte: JOON, et al. ADAPTADO.

2.2 BIOCERAMICAS

Bioceramica é a classe de materiais ceramicos utilizada para o reparo e

reconstrucao de partes doentes ou danificadas do sistema esquelético do corpo humano,
gue é composto de 0ssos, juntas e dentes (THAMARAISELVI et al., 2004). Para que as
ceramicas possam ser consideradas como bioceramicas, elas devem apresentar as
seguintes propriedades: ndo-toxica, ndo-carcinébgena, ndo-alérgica, ndo-inflamatéria. Além
disso, elas devem ser biocompativeis e biofuncionais durante a permanéncia no
hospedeiro. (BILLOTTE, 2006).

O uso médico em ceramicas ganhou destaque nas Ultimas duas décadas.
Com a modernizacao do conceito, o grupo de materiais que é denominado "bioceramicas"
inclui ceramicas, vidros e vitroceramicas, que sédo usados para reavaliar e reconstruir partes
do corpo doentes, danificadas ou "desgastadas". As bioceramicas tém a vantagem de
serem compativeis com o ambiente do corpo humano.

As bioceramicas séo fabricadas e utilizadas em uma variedade de formas:
particulas, fibras ou revestimentos e sua producéo utiliza tecnologias convencionais e
avancadas. Para sua aplicagdo na area meédica, a composi¢do, estrutura e suas

propriedades devem ser rigorosamente controladas (TEOH, 2004).
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2.2.1 Hidroxiapatita

A hidroxiapatita (HAp) é o constituinte mineral natural encontrado no 0sso,
representando de 30 a 70% da massa dos 0ssos e dentes. Além disso, é o fosfato de célcio
mais utilizado na area médica. A hidroxiapatita, na forma particulada, pode ser produzida
usando uma variedade de métodos. A producdo de p6 de HAp geralmente se divide em
trés categorias: método Umido, método seco e método hidrotérmico. (TEOH, 2004).

A hidroxiapatita sintética possui propriedades de biocompatibilidade e
osteointegracdo (unido funcional e estavel entre um implante no tecido 6sseo), o que a
torna substituta do osso humano em implantes e préoteses (EANES, 1980). Estas
propriedades somadas a sua alta capacidade de adsorver e/ou absorver moléculas, fazem
da hidroxiapatita um excelente suporte para acdo prolongada de drogas anticancerigenas
no tratamento de tumores 6sseos, sendo também muito eficiente no tratamento de remocéao
de metais pesados em aguas e solos poluidos (MAVROPOULOS, 1999).

A férmula da hidroxiapatita estequiométrica € Caio(POa4)s(OH)2 e possui
uma razao estequiométrica (Ca/P) igual a 1,67 (GALVAO et al., 2014). Caso essa proporgao
estequiométrica ndo seja atendida, pode promover a decomposicédo do material durante o
processo de sinterizacdo, quando submetido a temperaturas elevadas. Além disso, caso o
valor ndo seja atendido, pode também promover o aparecimento de novas fases,
influenciando no crescimento de grdo e também na cristalinidade das pecas obtidas pelo
processo de sinterizacdo. Estudos mostram também composi¢fes estaveis com esta razéo
(Ca/P) estendida para aproximadamente 1,5 (FULMER et al., 1992).

PARK e LAKES (1992), mostram que o fosfato de célcio pode ser
cristalizado em sais fosfato mono, di, tri e tetra-calcio; além de ser cristalizado também em
hidroxiapatita, dependendo da razdo Ca/P, presenca de agua, temperatura e impurezas.
Além disso, € dito que a fase cristalina mais importante do fosfato de calcio, relativo a
bioceramicas, é a hidroxiapatita devido a sua presenca em 0ssos e dentes.

RUJITANAPANICH et al. (2014) mostraram que a estrutura cristalina da
HAp é hexagonal, com relacbes axiais de a = b = 9,37A, ¢ = 6,88A; com os angulos entre
eixos de a = B = 90° e y = 120°. Segundo o estudo feito por BRASIL et al. (2015), a
cristalizacdo da fase de HAp pode influenciar nas distancias interplanares da estrutura
cristalina do material, causando distor¢oes na estrutura e influenciando em analises de
caracterizagao do material, como a difragdo de raios-X por exemplo. A Figura 3 a seguir

apresenta a estrutura hexagonal da hidroxiapatita.
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Figura 3 — Estrutura cristalina hexagonal da hidroxiapatita.

Fonte: YOUNG apud MAVROPOULOS.

FOOK et al (2010) apontaram o padrdo de difracdo de raios-X para a
hidroxiapatita levando em comparacao padrao de referéncia JCPDS # 86-740. Diante disso,
a Figura 4 e Tabela 2 apresentam o difratograma de raios-X da hidroxiapatita
estequiométrica e as principais propriedades fisicas da hidroxiapatita sintética,

respectivamente.

Figura 4 — Difratograma de raios-X da hidroxiapatita estequiométrica (em preto) e o

padréo de referéncia JCPDS # 86-740 (em vermelho).
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Fonte: FOOK, A.C.B.M.
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Tabela 2 - Principais propriedades fisicas apresentadas pela HA sintética.

PROPRIEDADES VALORES
Médulo de 40-117
elasticidade
(MPa)
Resisténcia a 294
compressao
(MPa)
Resisténcia a flexao 147
(MPa)
Dureza Vickers 349,8
(HV)
Coeficiente de 0,27
Poisson
Densidade 3,16
(g/cmd)

Fonte: JOON, et al. ADAPTADO.

2.2.1.1 Obtencéo da Hidroxiapatita via precipitacao

Devido ao grande namero de aplicacdes da hidroxiapatita nas pesquisas
atuais em engenharia de tecidos, as técnicas para sintese do p6 desse material vém
mostrando diversas opc¢des solidificadas no meio cientifico. Uma das principais técnicas
utilizadas para a obtencéo do pé de HAp é por precipitacdo, envolvendo reacdes via Umida
entre os precursores de fosforo e calcio. Neste processo, a titulagdo lenta e as solucdes
devidamente diluidas s&o utilizadas para melhorar a homogeneidade quimica e
estequiomeétrica da solucéo para obter a HAp em p6 de maneira satisfatoria.

Caso esses parametros ndo sejam controlados, a precipitacdo muito rapida
durante a titulacdo do processo pode levar a falta de homogeneidade quimica do produto
desejado e a formacao de aglomerados. Além disso, controlar os parametros da solucéo e
de extrema importancia, pois uma diminuicdo do pH da solucéo abaixo de um valor critico
(normalmente 9) pode induzir a formag&o de uma estrutura da HAp deficiente em ions de

céalcio (Ca+). (SANTOS et al., 2005). A equacédo que descreve o fendmeno quimico de
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reacdo entre fosfato de aménio e nitrato de calcio é vista a seguir:

10C8.(N03)2 + 6(NH4)2HPO4 + 2H,0 — Calo(PO4)6(OH)2 + 12NH4NO3 + 8HNO3

No processo de obtencdo do material por rota Umida - por reagdo de
precipitacao - ocorre a reacao entre os sais de fosfato (fosfato de amonio) e de célcio (nitrato
de calcio tetrahidratado), proporcionando particulas na faixa de 10um, mas podendo chegar
até a escala nanométrica. Neste processo, ha a necessidade de realizar lavagens no
produto obtido a fim de diminuir a contaminacao do ion nitrato. Essa técnica de precipitacao
para a hidroxiapatita apresenta como caracteristica a influéncia dos parametros:
temperatura de reacdo, concentracao e natureza dos reagentes, além da taxa de mistura e
tempo de processo (CUNHA et al., 2004).

Um estudo realizado a respeito da sintese de nanohidroxiapatita aponta o
uso de n-butanol como solvente organico ao invés da 4gua, isso porque a agua apresenta
dois fatores que causam aglomeracdes das particulas na etapa de secagem: a pressao
capilar entre as particulas adjacentes devido a evaporacdo da agua e a ligacdo de
hidrogénio originadas das moléculas de agua nas superficies das particulas (CHEN et al.,
2002).

Dados experimentais apontam sinteses de hidroxiapatita em rotas umidas
com solucdes de nitrato de calcio [Ca(NOs)2] e fosfato de amdnio [NH4H2PO4] com pH
ajustado em valores maiores que 10 com amodnia (CHEN et al. 2002) — citados
anteriormente. Neste estudo, as solu¢des foram misturadas com a razao estequiométrica
Ca/P = 1,67. Apos realizar a sintese, os autores utilizaram agua destilada para neutralizar
0 pH e, para evitar a aglomeracdo das nanoparticulas durante a secagem, utilizaram n-
butanol no lugar da dgua. O precipitado foi entdo seco em 80°C e calcinado em 400°C para
eliminacéo de organicos. O material obtido é apresentado na Figura 5 a seguir:
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Figura 5 — Imagem de Microscopia Eletronica de Transmissao das nanoparticulas de HAp
obtidas no estudo de CHEN et al. 2002.

1’-.
F ¢ -

Fonte: CHEN et al.

HORNEZ et al. (2017) apresentaram a sintese de HAp por precipitacao
usando solucgBes de nitrato de calcio e fosfato de di-aménio, ajustando o pH em um valor
constante de 12 com hidroxido de aménio. A temperatura de sintese utilizada pelos autores
foi de 45°C e a solucéo foi deixada maturar em 24 horas. Apés isso, o produto obtido pelos
autores foi filtrado e seco a 80°C. Neste estudo, os autores calcinaram o p6 obtido em
1100°C para reduzir a area superficial especifica das particulas e aumentar o tamanho
primario das particulas. Apds esse processo, realizaram a quebra de aglomerados por

moagem para reduzir o tamanho final de particula.

2.3 MATRIZES POROSAS 3D (SCAFFOLDS)

Na engenharia de tecidos, uma matriz 3D altamente porosa (ou seja,
scaffold) € necessaria para acomodar as células, orientar seu crescimento e regeneracao
tecidual em estruturas tridimensionais. Sendo assim é extremamente relevante na area da
engenharia regenerativa, uma vez que 0 0SSO é uma estrutura composta em trés
dimensdes. Além disso, a estrutura do tecido 6sseo varia com sua localizagdo no corpo.
Assim, a selecado dos parametros e dos materiais apropriados depende do local anatémico
para regeneracdo, das cargas mecanicas presentes no local e da taxa de incorporagao
desejada (HUTMACHER, 2000).

Em uma situacao ideal, o scaffold deve ser poroso o suficiente para
suportar a penetracao celular, o crescimento tecidual e a entrega de nutrientes. Além disso,

a matriz deve ser projetada para orientar a formagdo de novos 0ssos em formas
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anatomicamente relevantes, e sua cinética de degradacdo deve ser tal que o suporte
biodegradavel mantenha suas propriedades fisicas por um determinado periodo de tempo
— até a regeneracao completa do membro 6sseo. (KARAGEORGIOU et al., 2005).

O desenvolvimento de scaffolds altamente porosos envolve uma questao
critica relacionada as suas propriedades mecanicas e integridade estrutural, que sao
dependentes do tempo. Um aspecto importante a ser considerado € que ndo € necessario
ter um scaffold inicial com uma resisténcia mecanica igual a de um 0sso, porque as células
cultivadas in vivo irdo gerar um biocompadsito e aumentara significativamente a resisténcia
do mesmo, conforme o estudo proposto por TAMAI et al (2002).

Os principais parametros que afetam a formacéo 6ssea sdo o tamanho e o
tipo (interconectado) de poros no scaffold. O tamanho dos poros esta relacionado ao
crescimento interno do tecido 6sseo in vivo, permitindo o transporte e proliferacdo de
osteoblastos e a deposi¢cdo de matriz celular nos espagos vazios (MASTROGIACOMO et
al., 2006).

Com os poros interconectados, € fornecido um canal para distribuicdo e
migragdo de células, permitindo a formacgéo eficiente de vasos sanguineos in vivo. Uma
interconexdo incompleta dos poros pode limitar o desenvolvimento dos vasos sanguineos
no scaffold. Com poros pequenos, pode-se obstruir a adeséo celular e o crescimento 6sseo.
Ja a vascularizacao 6ssea, além de fornecer nutrientes essenciais para a sobrevivéncia dos
tecidos, também desempenha um papel crucial na coordenacédo da atividade das células
Osseas e sua migracdo para a formacdo de novo osso (OUDADESSE et al., 2005).

KARAGEORGIOU et al (2005) e GITTINGS et al (2005) fornecem dados
importantes no que se refere ao tamanho de poro para regeneracdo de 0SSOS
mineralizados. O tamanho minimo do poro no scaffold, segundo os estudos, é por volta de
100um devido ao tamanho da célula, transporte celular e parametros de migracao celular.
Entretanto, os estudos citam que poros maiores que 300um sdo recomendados devido a
taxa de crescimento do novo 0sso e pela formacao de capilares. (KARAGEORGIOU et al.,
2005 e GITTINGS et al., 2005).

Poros com tamanhos de 300um a 500um favorecem o transporte de
nutrientes e a vascularizagdo, além do scaffold manter uma boa integridade fisica e
mecanica durante os testes in vitro e in vivo (REZWAN et al., 2006). A Tabela 3 mostra

alguns parametros e requisitos fundamentais de um scaffold para a engenharia de tecidos.
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Tabela 3 - Parametros e requisitos fundamentais de um scaffold para a engenharia de
tecidos.

PARAMETROS REQUISITOS
Maxima
. possivel sem
Porosidade comprometer a
estrutura e
suas
propriedades

Tamanho de poro 200-500

(didmetro - uym)

Estrutura do poro |Interconectados

Fonte: TEMENOFF, et al. ADAPTADO.

2.4 MANUFATURA ADITIVA

A manufatura aditiva é definida como um processo de fabricacdo de
materiais realizado pela adi¢édo sucessiva de material na forma de deposi¢cdo por camadas.
Os dados que ditam essa deposicdo de material sdo obtidos por uma representacao
computacional tridimensional (3D) de um componente previamente desenhado. De forma
geral, a representagdo € um modelo geométrico na forma CAD (Computer Aided Design) e
esse processo permite fabricar componentes fisicos a partir de diferentes materiais,
dependendo da tecnologia aplicada.

O processo é completamente automatizado e, dependendo da geometria e
dimensdes das pecas, é feito de forma rapida - o que origina o termo "prototipacao rapida”,

guando comparado aos outros métodos de fabricagao.
2.4.1 Fused Deposition Modeling (FDM)

Fused Deposition Modeling (FDM) é uma tecnologia originada da
manufatura aditiva que permite novas possibilidades de fabricacdo para produtos
complexos, em termos de velocidade e custo beneficio. O funcionamento da FDM é
baseado na extrusdo de filamento continuo de um polimero termoplastico, sendo o PLA
(poli-acido latico) um dos materiais mais utilizados em maquinas comerciais (BERMAN,
2017). Esse filamento é empurrado para uma camera de aguecimento por um sistema de

roldanas e € aquecido até amolecer, sendo forcado através de um bico extrusor. Um
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cabecote de extrusdo € capaz de escanear o plano horizontal e também de iniciar e parar
o fluxo de material amolecido, enquanto uma mesa de impressao € fixa e o bico extrusor
se move no plano vertical e horizontal (CORCIONE et al., 2018). A Figura 6 a seguir
demonstra o funcionamento de uma impressora 3D pelo método de Fused Deposition
Modeling (FDM).

Figura 6 - llustracao do funcionamento do processo de FDM.

¢ Tubo "guia” do
ilamento

11

Filamento
= Aquecimento
do filamento

* Bico extrusor

Bohina do
filamento

= | E—|
[IMPTE553E 0 g
3D Mesa de impressao

Fonte: MWEMA e AKINLABI. ADAPTADO.

2.5 METODO DE REPLICA E PROPOSTA DA REPLICA INVERSA

O processo de obtencdo de pecas ceramicas porosas pelo método de
réplica foi iniciado pela patente intitulada Method of Making Porous Ceramic Articles (Artigos
de Método de Fabricagédo Ceramica Porosa —traducdao literal) por Schwartzwalder e Somers
(SCHWARTZWALDER et al., 1963). Nesse documento, os autores utilizaram uma esponja
polimérica de células abertas, natural ou sintética, como molde. Em seguida, revestido com
uma mistura de p6é ceramico com um fluido (formando uma suspensdo ceramica) e um
aglutinante para evitar que o pé ceramico colapsasse quando o molde organico fosse
removido no processo de sinterizagao.

Para o processo de espumacao, 0s poros da espuma precisam ser abertos,
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OuU seja, possuir contato com a superficie externa do material. Com isso, 0 molde (ou
template) é revestido com uma suspensao ceramica, onde posteriormente € seca. Por fim,
o molde é degradado durante o processo de tratamento térmico e as particulas ceramicas,
tendo a forma do template, densificam em seguida e sdo sinterizadas para a obtencéo da
forma desejada. A Figura 7 a seguir ilustra o processo de réplica tradicional.

Figura 7 - llustracdo do método de réplica ceramica.

Secageme
remocao do«
molde
—>

Técnica Impregnagao

de —
réplica

Molde S RN
[sintétiec- oul uspensao ceramica

natural) (ou precursor)

Fonte: STUDART, et al. (ADAPTADO).

Para uma fabricacdo bem sucedida, cada uma dessas etapas de
processamento deve ser ajustada ao material a ser utilizado como estrutura de célula
aberta. Além disso, um dos principais requisitos em relacdo ao molde polimérico de
espumas é ter células abertas para uma permeacao completa da suspenséo ceramica. O
meétodo de “réplica inversa” descreve o processo inverso da réplica tradicional.

Ao invés de imergir um material polimérico em uma suspensao ceramica
para que as faces e estruturas fiqguem envoltas com a suspenséo, 0 método proposto seria
de preencher um material polimérico com a suspensao ceramica em suas estruturas e faces
internas, mantendo a integridade sélida da peca ceramica a ser obtida.

Neste caso, o método propde que os moldes sao fabricados por manufatura
aditiva (impressao 3D) e a pasta de ceramica € moldada na cavidade do molde, podendo
superar algumas das limitacbes da técnica de impressdo 3D diretamente, como a
necessidade do uso de suportes — que aumentam o tempo de producao e uso de material
para impressdo. A literatura traz que além disso, as limitacbes em termos de
homogeneidade da suspenséo e controle da microestrutura da peca ceramica final podem
ser superadas preenchendo os moldes com uma pasta adequada, com controle reolégico
e de sintese (FRANCHIN e COLOMBO, 2015).

A principal vantagem deste método é que, em termos de modelos mais

complexos, por meio de tomografia computadorizada, os moldes de sacrificio podem ser
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projetados especificamente para replicar a forma de um defeito 6sseo ou direcionado para

um tratamento mais eficaz na engenharia de tecidos.

2.6 ESTADO DA ARTE

SERRANO-AROCA et al (2022) sumariza 0s avangos recentes no campo
da engenharia de tecidos e das aplicacdes de scaffolds. No artigo, € citado que varios
métodos sao utilizados hoje em dia para a fabricacdo de pecas porosas, tais como:
eletrofiagdo, separacdo de fases, espumacdo a gas, liofilizacdo (freeze-casting) e
impressédo 3D (manufatura aditiva). Cada método sera brevemente discutido a seguir com
énfase na impresséo 3D.

De modo geral, como ja mencionado anteriormente, a fabricacdo de
scaffolds por meio da manufatura aditiva (impressao 3D) é um método altamente
reprodutivel, pois permite produzir e projetar estruturas porosas tridimensionais, atraves de
softwares. O artigo escrito por SERRANO-AROCA et al (2022) cita que as técnicas de
manufatura aditiva disponiveis hoje para projetar scaffolds incluem modelagem por
deposicao fundida (FDM), sinterizacdo seletiva a laser (SLS) e estereolitografia, entre
outras. A Figura 8 a seguir esquematiza os métodos citados de obtencao de scaffolds.

Figura 8 — Métodos de obtencao de scaffolds através de (a) eletrofiacao, (b) por

separacao de fases, (c) por espumacao a gas, (d) impresséo 3D e (e) liofilizacao.

) Eletrofiacao ™ Separacio de fase
Polimers
- g -
i Solugie  Separagio
e defase
Scaffold Solvente
) Espumacio a gds @ Impressdo 3D
Molde
. Espumagio
Gel polimérico agis
Secageni, ., »*.
e o
(e) 7. ans .
Liofilizacdo
Solugdo B . ’
polimérica * ~Congelamenta
s . _ ..
Liofilizagdo

Fonte: SERRANO-AROCA et al. ADAPTADO.
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A pesquisa realizada por FRANCHIN e COLOMBO (2015) desenvolveu
moldes de sacrificio poliméricos (PLA) com a forma de um cubo com lados com 15mm. Os
moldes foram projetados para ter poros (canais) interconectados e serem abertos. Segundo
os autores, os formatos dos moldes possuiam trés faces fechadas de forma a evitar o
vazamento da suspensdo durante o procedimento, e também foi projetado um canal para
reter 0 excesso de pasta.

Neste estudo, os autores utilizaram uma pasta geopolimérica de
metacaulim artificial. Foram observadas que as redes geopoliméricas produzidas neste
trabalho eram uma réplica inversa precisa das estruturas impressas em 3D. A Figura 9 a
seguir apresenta o modelo tridimensional do molde utilizado no estudo e do produto final

esperado pelos autores.

Figura 9 — Representacgao tridimensional do molde desenvolvido e do produto esperado

pelos autores no método da réplica inversa.

Fonte: FRANCHIN e COLOMBO (ADAPTADO).

Devido a infiltracdo completa e homogénea sob vacuo da suspensao, o
material foi capaz de penetrar em todas as cavidades macroscopicas projetadas no
desenho CAD. Os autores observaram que nenhuma retracdo da peca foi observada apos
a geopolimerizagéo da pasta. A Figura 10 a seguir apresenta as pecas obtidas pelo método
da réplica inversa no estudo de FRANCHIN e COLOMBO (2015).
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Figura 10 — Réplica inversa de quatro diferentes moldes.

bt L g

)

Fonte: FRANCHIN e COLOMBO (ADAPTADO).

A fabricacdo de moldes de sacrificio altamente interconectados pelo

processo de manufatura aditiva através do método de FDM se mostrou adequada para a

d)

it o

fabricacdo de pecas ceramicas macroporosas complexas.

No estudo realizado por BOSE et al (1998), os autores desenvolveram
moldes para alumina porosa no formato de honeycomb. Moldes poliméricos foram
fabricados usando o método de FDM com filamentos poliméricos e depois infiltrados com
uma pasta ceramica e em seguida sinterizados. Como resultado, os autores obtiveram

estruturas com tamanhos de poros uniformes e ndo uniformes. Na Figura 11 a seguir €

apresentado o método aplicado pelos autores.

29

Figura 11 — (a) Apresentacao esquematica do projeto de molde polimérico e (b) imagem

Optica da vista superior de um molde polimérico feito pelo método FDM.

Regido

Fonte: BOSE et al (ADAPTADO).
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A Figura 12 a seguir apresenta um fluxograma esquematico simples do

sistema de trabalho a ser desenvolvido.

Figura 12- Fluxograma esquematico simplificado do sistema de trabalho a ser

desenvolvido.

Sintese da
nanoparticula de
hidroxiapatita
(nHA)

Ligantes

Plastificantes

Suspensédo
ceramica

Desenho 3D do
scaffold - (CAD)

Modelo | Madelo Il

Impresséo 3D
(FDM)

Fonte: Autor.

3.1 MATERIAIS

Caracterizagao

Impregnacéo da
suspenséo no
scaffold

Sinterizagao

Validacéao do
método proposto

Neste trabalho, como precursores de calcio e fosfato foram utilizados os
reagentes nitrato de céalcio [Ca(NO3)24H20] 4H20 P.A - ACS (Exodo Cientifica, Brasil) e
fosfato de aménio [(NH4)2HPO4] BIB P.A — ACS (Dindmica Quimica Contemporanea LTDA,

Brasil). Além disso, para a correcdo do pH da solugéo foram utilizados hidréxido de aménio

[NH4OH] - ACS (Exodo Cientifica, Brasil) e agua destilada, produzida nos proprios

laboratoérios da UNILA.
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No preparo dos moldes foi utilizado filamento comercial de poliacido latico
PLA (3D Fila, Brasil) e no preparo da suspensao ceramica para producédo dos scaffolds,
além do po6 ceramico de hidroxiapatita sintetizado como material sélido e agua destilada
como solvente, foi utilizado um poliacrilato de amoénio PAA - DARVAN (Vanderbilt
Chemicals, Estados Unidos) como dispersante e polivinildlcool PVA como ligante (Neon

Comercial, Brasil).

3.2 SINTESE DA HIDROXIAPATITA

Para a sintese do p6 de hidroxiapatita, inicialmente foi utilizado o roteiro
apresentado no livro “Biomaterials - 1st edition” escrito por WONG e BRONZINO (2007).
No livro, contém o procedimento descrito por BILLOTE (2006), onde as proporcdes
massicas dos reagentes utilizados de nitrato de calcio tetra-hidratado e fosfato de aménio
dibasico foi de Ca/P = 2,98.

Seguindo o roteiro descrito no livro utilizado como referéncia, 157,69 de
nitrato de célcio [Ca(NO3)24H20] foi dissolvido em 500ml de agua destilada. Em seguida, a
solucéo foi levada para pH de 11 adicionando ~70ml de hidroxido de aménio [NH4OH]. Com
a estabilizacdo do pH, a solucao preparada foi completada com agua destilada para atingir
800ml, conforme descrito no procedimento do livro.

Para o preparo da solucdo de fosfato de amoénio [(NH4)2HPO4], foi
dissolvido 52,8g do reagente em 500ml de agua destilada e a solucao foi levada ao pH de
11 adicionando ~170ml de hidroxido de amo6nio [NH4OH]. Em seguida, foi adicionada agua
destilada até que o precipitado fosse completamente dissolvido, em 350ml
aproximadamente.

Posteriormente, foi preparada utilizando uma proporcdo estequiomeétrica
molar de 5:3 entre o nitrato de calcio e fosfato de amonio, seguindo os estudos de CHEN
et al. (2002). A razéo dessa nova formulacdo foi para atingir a razdo Ca/P de 1,67. Na
formulacdo anterior, a proporcéo foi de 2,97 e o uso dessa nova formulacao foi utilizar um
roteiro de sintese de nanoparticulas em uma proporcgéo estequiométrica. Além disso, serviu
como comparativo no padréo de difracao de raio-X para verificagdo das fases presentes.

Nesta nova formulacdo das solucdes, 264g de nitrato de calcio
[Ca(NO3)24H20] foi dissolvido em 500ml de agua destilada, levando a solu¢cédo ao pH de 12
com 236ml hidroxido de aménio [NH4OH], totalizando 900ml de solug&o. No caso do nitrato

de calcio, ndo foi adicionada agua destilada apds a adicdo do hidréxido de amonio para
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manter a proporc¢ao otimizada com a solucao de fosfato de amonio.

No preparo da solucdo de fosfato de aménio [(NH4)2HPO4], foi adicionado
1589 do reagente em 500ml de agua destilada e levado ao pH de 12 também adicionando
em aproximadamente 700ml de hidroxido de aménio [NH4OH]. Feito isso, foi adicionada
agua destilada até dissolver todo o precipitado na solugdo. Desta maneira, foi calculado
gue para 350ml de reagente, foi adicionada 780ml de agua para dissolver o precipitado,
totalizando 1130ml de solucéo.

Para controle da sintese e para manter as proporc¢des estequiométricas
ideais de sintese em 5:3, foi determinado que para cada 100ml de fosfato de aménio, utiliza-
se 30,98ml de nitrato de célcio, devido a quantidade de fosfato de amdnio diluido em agua
destilada.

No processo de sintese, para a primeira formulacao das solucbes (Amostra
1), foi adicionada 100ml de cada solucéo (nitrato de célcio e fosfato de aménio) em duas
buretas graduadas de 50ml para titulacdo simultdnea em velocidade controlada em um
béquer de 1000ml. Neste processo, foi utilizado o agitador magnético com aquecimento
para realizar a sintese a 60°C com agitacdo constante. A temperatura de 60°C para a
sintese foi determinada seguindo a descricdo do roteiro utilizado. Apoés a titulagdo, foi
realizada a tentativa de fervura do produto obtido em 100°C para formacao das fases
necessarias do material, porém mostrou-se necessario atingir a temperatura de 180°C para
obter o ponto ideal de fervura. Em seguida, o produto foi filtrado e lavado com 1000ml de
agua destilada. Ap6s a sintese da primeira solucéo preparada (proporcdo 3:1), as pastas
obtidas foram levadas a estufa, em uma Placa de Petri, por 48 horas em temperatura de

70°C para secagem.

Na sintese da segunda formulacéo das solu¢cées (Amostra 2), foi separado
92,8ml da solugéo de nitrato de calcio em uma bureta graduada e 300ml de fosfato de
amoénio em um béquer de 1000ml. O processo de titulagdo foi realizado de forma
controlada, mantendo baixa velocidade de gotejamento e, de forma anéloga ao processo
anterior, foi utilizado o agitador magnético com aquecimento para realizar a sintese a 60°C
com agitacdo constante. Apés a titulacéo, foi realizada a fervura em 180°C do produto
obtido por 30 minutos. Em seguida, o produto foi filtrado a vacuo e lavado com 1000ml de
agua destilada. Seguindo o método da primeira sintese, de forma anéloga, a pasta obtida
com a segunda solucéo preparada (proporcao 5:3) foi levada a estufa para secagem a 70°C
por 48 horas.
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Uma terceira amostra (Amostra 3) foi sintetizada seguindo os
procedimentos da proporcdo estequiomeétrica (5:3) de forma analoga ao processo da
Amostra 2. Entretanto, essa terceira amostra ndo passou por tratamento térmico posterior
de calcinacgédo (detalhado no préximo item) e foi apenas seco em estufa por 48h a 70°C. Foi
utilizado 276,70ml de fosfato de amonio e determinado um valor de 85,72ml de nitrato de
calcio para manter a proporcao estequiométrica. O objetivo dessa terceira sintese foi de
estudar se no material sem o tratamento térmico também ocorre a formacéo da HAp, sendo
um indicativo de que o tratamento térmico € uma etapa que influencia nas caracteristicas

fisicas da amostra.

3.3 TRATAMENTO TERMICO

Apoés a secagem do material da primeira sintese — Amostra 1 - (proporcao
3:1) por 48h a 70°C, o po obtido foi levado a mufla para calcina¢éo a 1140°C por 60 minutos.
Esse tratamento foi baseado no livro de WONG e BRONZINO (2007) para a formagao das
fases necessarias da hidroxiapatita. A Figura 13 a seguir apresenta o produto da Amostra

1 apds o processo de calcinacédo, rendendo 12,79 de hidroxiapatita no total.

Figura 13 — Produto obtido da Amostra 1 ap6s o processo de calcinacéo.

e

Fonte: Autor.

No material obtido pela segunda sintese — Amostra 2 - (proporc¢ao 5:3),
apo0s a secagem analoga ao processo anterior por 48h a 70°C, o p6 obtido foi calcinado na
mufla a temperatura de 600°C por 240 minutos. O tratamento térmico utilizado para esta
sintese foi baseado nos estudos realizados por FOOK et al (2010) e GALVAO et al (2014)
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para obtencdo da hidroxiapatita estequiométrica. A Figura 14 a seguir apresenta o produto
obtido ap0s o processo de calcinacdo do material, rendendo um total de 13,81g de
hidroxiapatita. Essa amostra foi posteriormente moida em moinho planetario PM 100
(RETSCH, Portugal) a 500 rpm por 45 min. A amostra 3, que ndo foi calcinada, foi também

moida nas mesmas condicdes.

Figura 14 — Produto obtido da Amostra 2 ap0s o0 processo de calcinacéo.

Fonte: Autor.

3.4 MODELAGEM TRIDIMENSIONAL DO MOLDE

Os moldes desenvolvidos foram projetados através do software Autodesk
Inventor Professional 2023® utilizando as ferramentas disponiveis para o desenho tanto 2D
(bidimensional) quanto 3D (tridimensional). Inicialmente, foi desenvolvido o “nd” inicial, que
serviu como uma espécie de “célula unitaria” do molde e, em seguida, utilizando o padrao
de repeticao das estruturas 3D. A Figura 15 a seguir demonstra a vista isométrica e frontal

do padrao inicial que se originou o molde e o processo de repeticdo das partes.

Figura 15 — (a) Vista isométrica da parte inicial do molde, (b) vista frontal e (c) padrédo de

repeticado das partes utilizado.

Fonte: Autor.
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Seguindo essa ideia de repeticao de partes, o padréo foi projetado para as
trés direcbes (x, y e z) do software, formando um volume e dando a forma final do molde.
Como o objetivo é utilizar a peca como molde e preencher o volume interno com a
suspensao ceramica, foram realizados cortes na peca para que possa ocorrer a infiltracao
da suspensao. Assim, o design do molde sem as paredes de contencdo da suspensao fica

apresentado na Figura 16 a seguir.

Figura 16 — (a) Vista isométrica e (b) vista frontal do molde projetado.

Fonte: Autor.

Diante disso, a estrutura do molde foi fechada com paredes de 0,4mm de
espessura com a finalidade de conter a suspensao ceramica dentro do molde. Para realizar
0s testes iniciais, foram desenvolvidos dois modelos de moldes, sendo um com as
dimensdes de 49x49x23mm e outro com dimensdes 49x49x15mm, diferenciando-os pela
altura do molde. O objetivo de realizar dois modelos com alturas diferentes é ajustar os
parametros de preenchimento da suspensdo ceramica no molde menor e ir aumentando o
grau de complexidade da estrutura a fim de obter um scaffold ceramico de geometria
complexa. Assim, a Figura 17 a seguir apresenta os dois moldes projetados com as paredes

de contencéo da suspenséao ceramica.

Figura 17 — (a) Molde com as dimensdes de 49x49x23mm e (b) molde com as dimensdes
de 49x49x15mm.

Fonte: Autor.
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3.5 PREPARO DO MOLDE COM A SUSPENSAO CERAMICA

Para o preparo do scaffold cerAmico no molde desenvolvido através da
impressao 3D foi utilizada uma suspensao ceramica com o po6 obtido na sintese da Amostra
2 e 3. Com base em testes prévios feitos com outros pos ceramicos e experiéncia de alguns
estudos anteriores do grupo com suspensdes ceramicas para réplica comum e tape casting,
foi utilizada uma proporcéo inicial de 50% em peso de p6 de hidroxiapatita (material
ceramico solido), 1,5% em peso de dispersante e 15% em peso de ligante e 33,5% de agua
destilada como solvente. Os materiais utilizados foram o DARVAN (Vanderbilt Chemicals,
Estados Unidos) como dispersante e PVA (poliacetato de vinila) solubilizado em &agua
destilada (10% em peso) em temperatura controlada (60-80°C) e agitacdo como ligante.

Primeiramente, as quantidades respectivas de agua destilada e
dispersante foram adicionadas em um frasco de polipropileno de 250ml, juntamente com
elementos moedores (esferas) de zirconia 5mm em propor¢cao de menos de 1/3 do volume
da suspensao a ser preparada. Em seguida, o p6 ceramico de hidroxiapatita moido (produto
das sinteses 2 e 3) foi adicionado lentamente a composicao e o frasco contendo a mistura
solvente, dispersante, p6 ceramico e as esferas foram levados a um Moinho de Bolas - MA
500 (Marconi, Brasil) para etapa de disperséo do p6, mistura e estabilizacdo da suspenséo.
Uma vez que a mistura ndo escoou e ficou altamente viscosa, apds 30 min de moagem em
1200 rpm, foi necessaria uma reformulacdo dos parametros de suspensdo para melhor
estabilidade reoldgica e fluidez.

Assim, apés da adicdo de determinada quantidade de solvente e
dispersante até que a suspensao inicial (po, solvente e dispersante) tivesse fluidez e
viscosidade adequada para escoar e ser misturada no moinho a qual ficou por 4h a 1200
rpm, foi adicionado o ligante e misturado apenas por mais 30 min para evitar a formacao de
bolhas de ar dificeis de serem eliminadas depois devido a alta tensdo superficial e
viscosidade da suspenséao. Com isso, a hova formulacédo da suspensao ceramica resultou
nas seguintes concentracdes: 36,56% de solido; 1,34% de dispersante 51,14% de solvente
e 10,96% de ligante, todas as porcentagens estdo em relacdo a massa.

Com essa nova formulacdo, a suspensdo ceramica apresentou fluidez
adequada para mistura e viscosidade para o preenchimento do molde polimérico
desenvolvido. O molde entdo foi levado para secagem em temperatura ambiente por 48

horas numa capela para evitar contaminagcédo com outros produtos quimicos.
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3.6 TRATAMENTO TERMICO DO MOLDE COM A SUSPENSAO CERAMICA

Na etapa de tratamento térmico (sinterizacdo) do material foi desenvolvido
um ciclo térmico levando em consideracdo as temperaturas de degradacdo do PLA
(material do molde — poliacido latico) e do PVA (ligante presente na suspensao ceramica -
poliacetato de vinila). O ciclo utilizado na mufla seguiu 0 seguinte processo: inicialmente
aquecido 20°C/minuto até 250°C sem patamar para que a passagem pela fusdo do PLA
ocorresse de forma rapida, ap0s esse primeiro aquecimento foi definido a taxa de
1°C/minuto até 500°C com patamar de 30 minutos para lenta degradacdo de todos
organicos presentes e, por fim, uma taxa de 5°C/minuto até 1100°C com patamar de 120
minutos para densificacdo e sinterizacdo A temperatura de sinterizagao foi determinada
baseando-se no procedimento descrito por WONG e BRONZINO (2007).

O tratamento térmico realizado visou degradar o molde polimérico
enquanto a suspensdo ceramica (sem umidade residual do preparo e com pequena
resisténcia mecéanica) mantivesse a integridade estrutural até que o processo completo de
termalise, densificacdo e sinterizagdo se consolidasse e fosse obtido o scaffold ceramico

de hidroxiapatita.

3.7 CARACTERIZACAO

O material da Amostra 1 foi analisado termicamente em equipamento
Simultaneous Thermal Analyzer 8000 — STA (PERKINELMER, Brasil) sob curva de
termogravimetria (TGA) e de fluxo de calor (DSC) simultaneas, com o objetivo de analisar
0s eventos térmicos que ocorrem no material (degradacdo do material, processos
endotérmicos e exotérmicos). A analise foi realizada em atmosfera de N2 (hitrogénio) com
fluxo de 20ml/min e taxa de aquecimento de 10°C/min até atingir 1200°C, com temperatura
inicial de 25°C. O equipamento esta localizado na Universidade Federal da Integracao
Latino-Americana, no campus do Parque Tecnoldgico Itaipu — Setor Sul.

As amostras 1, 2 e 3 foram analisadas por Difracdo de raio-X (DRX) em
difratdbmetro MALVERN PANALYTICAL (Reino Unido) com o objetivo de confirmar a
estrutura cristalografica do material e das fases formadas. Para esse ensaio, o difratbmetro
utilizado esta localizado na Universidade Federal da Integracdo Latino-Americana, no
campus do Parque Tecnoldgico Itaipu — Bloco 15. O difratdmetro foi equipado com catodo

de cobre e o passo angular utilizado para a analise foi de 0,02 graus/segundo por 100
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minutos.

A etapa de analise morfolégica e microestrutural da hidroxiapatita obtida foi
realizada por Microscopia Eletronica de Varredura MEV EVO MA 10 (ZEISS, Alemanha),
com o objetivo de avaliar o material de acordo com a sua morfologia e microestrutura. As
amostras produzidas foram preparadas num periodo de 24 horas antes (diluicdo e
secagem) e colocadas no porta-amostra, utilizando o recobrimento de ouro e paladio para
realizar o processo de analise no MEV. Em paralelo com a microscopia, foi realizada a
Espectroscopia de raios-X por Energia Dispersiva (EDS) para caracterizagdo quimica
elementar do p6 obtido e também foi utilizado um mddulo BSD (ZEISS Sense BSD), que
permite obter imagens semelhantes a Microscopia Eletrbnica de Transmissdo. O
equipamento utilizado esta na Universidade Federal da Integracdo Latino-Americana, no
campus do Parque Tecnoldgico Itaipu — Prédio das Aguas. A Figura 18 a seguir apresenta
0 equipamento e sistema utilizado para a analise morfologica e estrutural do material obtido.

Figura 18 — Equipamento utilizado EVO MA 10 (ZEISS, Alemanha) para analise

morfologica e estrutural das amostras obtidas.

Fonte: Autor.

Para a analise de dispersdo e tamanho de particula, o analisador de
tamanho de particulas (CILAS 1190) foi utilizado para medir e analisar a forma das
particulas em conjunto com o seu tamanho e distribuicdo de tamanhos. O equipamento
utilizado esta localizado na Universidade Federal da Integracdo Latino-Americana, no
campus do Parque Tecnoldgico Itaipu — Setor Sul. O material utilizado para essa analise
(amostras 2 e 3) foram moidas no Moinho de Bolas Planetario — PM 100 (RETSCH,

Portugal) com alcool isopropilico como meio liquido, com o objetivo de obter as particulas
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primérias da sintese realizada e realizar a quebra de aglomerados.

Assim, foram preparadas duas amostras em dois béqueres de 500mi
separados contendo as respectivas amostras, seguindo uma formulacdo de 0,3g de p6 da
Amostra 2 em 50ml de agua destilada (correspondendo a 0,6% em massa de po6 ao total
da agua). De forma analoga, foi utilizada a mesma propor¢cdo em massa da Amostra 3.
Antes de levar ao equipamento, as duas amostras foram dispersas por banho ultrassom. A
formulacao foi correspondente com o padrao necessario para clarificacdo do equipamento

(determinado em 25%) para atingir os resultados necessarios.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 SINTESE DA HIDROXIAPATITA

A Figura 19 a seguir apresenta o produto obtido pela sintese da Amostra 1

realizada, antes e depois do processo de secagem na estufa.

Figura 19 — Produto obtido da Amostra 1 ap0és a sintese, (a) antes e (b) depois do

processo de secagem em estufa.

(b)

Fonte: Autor.

A Figura 20 a seguir apresenta o produto obtido da Amostra 2 pela sintese

apos o processo de secagem.

Figura 20 — Produto obtido da Amostra 2 apds a secagem em estufa.

Fonte: Autor.

A Figura 21 a seguir apresenta o material obtido antes e ap6s 0 processo
de secagem em estufa da amostra produzida, resultando em 7,65g de material sem

tratamento térmico.

Versdo Fi nal Honol ogada
06/ 11/ 2023 19: 35



41

Figura 21 — Produto obtido da Amostra 3 ap0s a sintese, (a) antes e (b) depois do

processo de secagem em estufa.

(@)

Fonte: Autor.

4.2 ANALISE TERMOGRAVIMETRICA (TGA) E CALORIMETRIA DIFERENCIAL DE
VARREDURA (DSC)

A Figura 22 a seguir apresenta as curvas resultantes das analises de TGA
e DSC da Amostra 1.

Figura 22 — Andlise de TGA e DSC da Amostra 1.
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Fonte: Autor.
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A curva de TGA mostra diferentes etapas de perda de massa relativos a
guase 20% que podem estar relacionados a degradacéo de organicos ainda presentes no
material uma vez que essa analise foi realizada logo apos a sintese e antes de qualquer
etapa de calcinagdo e inclusive a perda de 4gua de composicéo. O estudo de LAZIC et al.
(2001) aponta que as etapas de perda de massa até 850°C sédo atribuidas a remocao de
agua intersticial do material e ndo € associada a decomposicao térmica do po.

Pelo resultado obtido da analise, nota-se uma elevacao significativa na
curva de DSC ap6s 400°C que pode ser justificada pela liberacdo de moléculas de agua
guimicamente ligadas ao material, ou seja, perda de hidroxilas, além da decomposicéo
(vaporizacdo) de matrizes organicas presentes, relativas a transformacdes endotérmicas
conforme indicadas no gréfico.

O estudo realizado por SENRA et al (2020) aponta que a curva obtida apos
500°C pode ser atribuida a descarbonizacdo do material (dependendo da origem dos
reagentes), sendo um processo que pode continuar até 1300 °C com diferentes
intensidades dependendo da origem da amostra; e do inicio dos processos de
desidroxilagdo e desorganizacao da estrutura cristalina do material, dada pela eliminacao
de &gua intersticial na rede cristalina a partir dos 400°C.

4.2 DIFRACAO DE RAIOS-X (DRX)

Os picos cristalograficos presentes nos difratogramas realizados foram
utilizados para verificar se as fases presentes no pé de HAp obtido era condizente com a
hidroxiapatita estequiométrica (com base de referéncia o padrdo JCPDS # 86-740). Em
uma andlise de DRX, um sinal de boa resolu¢cdo (sem ruidos) e com picos estreitos sao
caracteristicos de materiais cristalinos e, em contrapartida, picos mais largos apresentam
materiais amorfos, pois ndo difratam tdo bem quanto os materiais cristalinos, espalhando a
radiacao.

A seguir, € apresentado o padrédo de difracdo de raios-X da primeira
amostra calcinada obtida (nomeada Amostra 1) na proporcao de Ca/P - 3:1, seguindo o
roteiro apresentado no livro “Biomaterials - 1st edition” descrito por WONG e BRONZINO
(2007), comentado previamente. Através da analise do difratograma pode-se observar que
0 po obtido apresenta uma caracteristica parcialmente condizente com a bibliografia nos
picos principais, com uma margem amorfa maior.

Utilizando como base o catalogo de referéncia (JCPDS #00-011-0232) do
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software HlghScore Plus, a melhor compatibilidade dos principais picos cristalinos do
material correspondente ao fosfato de calcio (CasO9P2), como visto na Figura 23 a seguir.
O padrao apresentado pode se dar pelo fato de que a amostra ndo é estequiométrica e o
processo de sintese bem controlado garantiu a formac&o do fosfato de calcio. E importante
ressaltar que o padréo de referéncia apresentado possui um passo de aproximadamente

angulo (26) até 60, focando nos picos principais da fase cristalina do fosfato de calcio.

Figura 23 — Difratograma da Amostra 1 realizada na propor¢ao Ca/P de 3:1 e o padréao de
difracdo da base de dados de referéncia (JCPDS #00-011-0232).
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Fonte: Autor.
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Na segunda amostra (nomeada Amostra 2), ja utilizando a razao
estequiométrica de Ca/P - 5:3 (ou 1,67), tem-se o padrao de difragcdo mais condizente com
a bibliografia, utilizando o padréo de referéncia (JCPDS #96-101-1243), da hidroxiapatita
estequiométrica para comparacdo. Nesta referéncia apresentada, a melhor
correspondéncia pelo software HlighScore Plus foi a estrutura do material com o sistema
cristalino hexagonal. Na analise, o p6 estequiométrico calcinado obtido se mostrou mais
cristalino e os picos caracteristicos da hidroxiapatita podem ser vistos, conforme a Figura
24 a seguir. E possivel notar a diferenca entre os graficos em relacéo a cristalinidade do
material e € vista a diferenca do padréo de difracdo seguindo uma proporcao de Ca/P

estequiométrica (5:3) com uma proporcéao de 3:1.

Figura 24 — Difratograma da Amostra 2 realizada na proporgéo Ca/P de 5:3.
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Fonte: Autor.

Para a terceira amostra — Amostra 3 — que nao passou pelo processo
térmico de calcinacdo, tem-se o padrao de difracdo de referéncia (JCPDS #96-431-7044),
gue apresentou correspondéncia com a hidroxiapatita hexagonal, apontando consisténcia
com a Amostra 2. Na referéncia utilizada, € apontado o estudo feito por LYUDMYKA et al
(2010). Com o padrao obtido na Amostra 3, € demonstrado que a fase da hidroxiapatita &
formada durante o processo de sintese, ndo sendo necessario o tratamento térmico para

obter a fase desejada. A Figura 25 a seguir apresenta o padrao de difracdo da Amostra 3.
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Figura 25 — Difratograma da Amostra 3 realizada na proporgéo Ca/P de 5:3, que néao

passou pelo processo de calcinacao.
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Fonte: Autor.

Sendo assim, a Amostra 1 serviu como comparativo no padréao de difracéo
tendo como base a estequiometria dos reagentes utilizados para analise da cristalinidade
do material utilizando proporcdes diferentes. Pode-se notar que, sintetizando a
hidroxiapatita fora da proporcdo estequiométrica, tem-se um material com maior grau
amorfo e essa caracteristica pode ndo ser desejavel para aplicacbes biomédicas,
comprometendo as propriedades bioldgicas e cristalinas que o biomaterial necessita. Além
disso, a Amostra 1 passou pelo processo de calcinacdo antes do ensaio de DRX, a
proporcdo ndo estequiométrica da amostra pode ter causado uma influéncia direta na
cristalinidade do material, além dos processos térmicos de desidroxilacéo, vistos no DSC
anteriormente, que podem afetar a estrutura cristalina do material, afetando diretamente
nos resultados de difracdo de raios-X.

O padréo observado nas amostras 2 e 3 servem como base do material
estequiométrico que condizem com a cristalinidade necessaria para ser um biomaterial
funcional. Nas duas amostras, tem-se difratogramas caracteristicos com os referenciais
apresentados, indicando que a sintese e processamento térmico do material foi de acordo

com o esperado da bibliografia e o sistema cristalino da hidroxiapatita € hexagonal.
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4.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV), ESCPECTROSCOPIA
DE RAIOS-X POR ENERGIA DISPERSIVA (EDS) E MODULO DE MICROSCOPIA
ELETRONICA DE TRANSMISSAO (STEM)

A microscopia eletrdnica de varredura (MEV) permite que as superficies de
materiais solidos sejam analisadas em relacdo a sua morfologia e porosidade. Na anélise
morfolégica por microscopia, apenas as amostras 2 e 3 foram analisadas pois seguiram o
padréo estequiométrico e cristalino desejado.

Assim, um panorama geral das Amostras 2 e 3 analisadas pelo MEV é
apresentado na Figura 26 a seguir. E possivel notar pequenos aglomerados dispersos na
regido de andlise e ter uma base da morfologia que o material apresenta. O processo de
sintese e o tratamento térmico realizado na hidroxiapatita influenciam na morfologia do pé

obtido, sendo diferentes morfologias para diferentes temperaturas (MORENO, 2015).

Figura 26 — Andlise de MEV da (a) Amostra 2 e (b) Amostra 3 em mesma escala.

Detector=SE1  EHT=10.00kV |Pobe= 50pA Date :6 Oct 2023 2um Delector=SE1_ - EHT= 10004V /Probe= _ 50pA Date :6 Oct 2023
— SpotSize=351  WD= 55mm Aperture Size = 30.00um  Time :10:48:35 UniLA — Spot Size=351  WD= 55mm  Aperture Size S 00um e ioas2s w \
(a) _Mag= 500KX (b) Mag= 500K:

Fill= 2460A Beam Cument= 30.0 A = & X B Fill= 2460 A Beam Cumrent= 30.0pA

Fonte: Autor.

Na Amostra 2, tem-se que a faixa de tamanho de particula vista no MEV foi
estimada, utilizando as ferramentas disponiveis no software do equipamento, entre 70 e
105 nanémetros em regifes especificas dos aglomerados analisados, dando uma base
sélida no processo de sintese utilizado que serve como meio de obtencdo de
nanoparticulas. A Figura 27 a seguir, apresenta duas regides de aglomerados distintas do
porta-amostra indicando o tamanho de particula estimado.
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Figura 27 — Andlise de MEV da Amostra 2 em regides distintas dos aglomerados (a) e (b),

apresentado a morfologia e estimativa de tamanho de pé.

200 nm Defector=SE1_ EHT=1000kV [Probe= 50 pA Date :6 Oct 2023 200 nm Detector=SE1_ EHT=10.00kV [Probe= 50pA
— SpotSize=351 WD= 55mm Aperture Size = 30.00um  Time :10:50:35 e | H SpotSize=351  WD= 55mm  Apetture Size=30.00um  Time :10:50:35 UNILA
(a) Mag= 50,00 KX Fill= 2460 A Beam Current=_ 30.0 yA Mag= 50.00KX Fill= 2460 A Beam Current= 30.0pA

200 nm Defector=SE1 EHT=10.00kV [Probe= 50pA Date :6 Oct 2023
i Spot Size=351  WD= 55mm Aperture Size = 30.00 ym Time :10:40:23 'UNILA
(b) e s

200 nm Detector= SE1 EHT=10.00kV [Probe= 50pA Date 6 Oct 2023
| =t Spot Size = 351 WD= 55mm Apenture Size = 30.00 ym Time :10:40:23 'UNA
| Mag= 5000KX  Fill= 2460A Beam Curent= 30.0pA B

Fill= 2460 A Beam Curment= 30.0 yA

Fonte: Autor.

Nas duas regifes apresentadas na Figura anterior, foi estimado o diametro
de particula em pontos especificos dos aglomerados em 70,31nm e 105,5nm na regido de
andlise (a) e 70,31nm e 164,1nm na regido de analise (b).

Na Amostra 3, tem-se que a faixa de tamanho de particula vista no MEV foi
estimada entre 58,59 e 70,31 nandmetros nas regifes especificas dos aglomerados
analisados. Nesta amostra, o0 p6 ndo passou pelo processo térmico de calcinagéo e a
amostra apresentou uma estrutura morfolégica esférica semelhante a Amostra 2, indicando
gue a morfologia do material é definida no processo de sintese com o controle dos
parametros utilizados e ndo decorrente do tratamento térmico realizado. A Figura 28 a
seguir apresenta de forma anéloga a anterior, duas regides de aglomerados distintas do

porta-amostra indicando o tamanho de particula estimado.
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Figura 28 — Andlise de MEV da Amostra 3 em regides distintas dos aglomerados (a) e (b),

apresentado a morfologia e estimativa de tamanho de pé.

Detector= SE1 EHT=10.00kV [Probe= 50pA Date :6 Oct 2023
Spot Size = 351 WD= 55mm Aperure Size = 30.00 ym Time :10:58:50
~ Fill= 2460A Beam Current= 30.0 yA B B

200 nm Detector = SE1 EHT=10.00kV [Probe= 50pA Date :6 Oct 2023
i Spot Size=351  WD= 55mm Aperture Size = 30.00 ym Time :10:58:50
(8)  wer= soooxx _ Fill= 24504 BoamCuroni= 00pA

200 nm Det £1 =10.00kV IProbe= 50 pA Date 6 Oct 2023
— Spel Size=351  WD= 55mm Aperture Size= 30.00pm  Time :11:00:38 UNILA
g FII 24604 Beam Current= 30.0 pA

200nm T=1000kV |Probe= 50pA Date :6 Oct 2023
SpofSlze 351  WD=55mm Aperture Size = 3000)”" Time :11:00:38 UNILA
(b) Mag= 10000KX _ Fill= 2460A Beam Current=_30.0 uA

Mag= 10000KX

Fonte: Autor.

Como na analise anterior, nas duas regides apresentadas na Figura acima
foi estimado o didametro de particula em pontos especificos dos aglomerados em 70,31nm
na regido de analise (a) e 58,59nm na regido de analise (b).

Como citado anteriormente, o estudo de CHEN et al. (2002) aponta que o
uso de n-butanol como solvente organico ao invés da agua € uma boa alternativa para evitar
a formacdo de aglomerados. ISso porque a agua apresenta os dois fatores que causam
aglomeracdes das particulas: a presséao capilar entre as particulas e a ligacédo de hidrogénio
originadas das moléculas de agua nas superficies das particulas.

Para melhor visualizagdo das amostras obtidas, tem-se a Figura 29 a seguir
gue apresenta diferentes regides do porta-amostra utilizado, onde pode-se notar a

tendéncia de aglomeracéo do p6 da hidroxiapatita.
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Figura 29 — Analise de MEV da Amostra 2 apresentando a tendéncia de aglomeracao do

po de hidroxiapatita em trés regides diferentes (a), (b) e (c).

Tum Detector= SE1 EHT=10.00kV |Probe= 50pA Date :14 Sep 2023 EHT=10.00kV IProbe= 50pA Date :14 Sep 2023
L | Spot Size = 351 WD= 90mm Aperture Size = 30.00 ym Time :15:25:33 WD= 90mm Aperture Size = 30.00 pm Time :15:23.25 UNRA
Q) o= 200kx _ FiI= 24897 Beem Cument= 30044 Mag= 500KX Fil 1= 2489 Besm Cument= 3004

Date 14 Sep 2023

00pm  Time 153750

Fonte: Autor.

Para a analise de Espectroscopia de raios-X por Energia Dispersiva (EDS)
para caracterizacdo quimica elementar do p6 obtido, o processo foi realizado em paralelo
com as analises de MEV e pode-se observar uma estimativa quantitativa dos elementos
presentes nas amostras, apesar de representar mais uma analise qualitativa, além de
verificar se houve contaminacdo no material. Com isso, a Figura 30 a seguir apresenta a

andlise de EDS da Amostra 2.
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Figura 30 — Andlise de EDS da Amostra 2, servindo como estimativa elementar do po
obtido.

Espectro de Soma de Mapas
Wt%
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19 4

Fonte: Autor.

E interessante notar que pela estimativa elementar, tem-se 31,9 (Wt%) para
o elemento Calcio (Ca) e 19,4 (wt%) para o elemento Fosforo (P). Realizando a razéo entre
a porcentagem em peso destes elementos, tem-se uma razdo Ca/P de 1,64. Este valor é
muito aproximado da razdo estequiométrica da hidroxiapatita de 1,67; sendo aceito pela
bibliografia até 1,65 como uma boa proporcao estequiométrica. Como o processo de EDS
nao é um método quantitativo, tem-se apenas uma aproximacao dessa razdo, mas serve
como um bom indicativo de que o processo de sintese e controle dos parametros de
processamento do material foi bem eficaz.

Utilizando o Mdédulo de Microscopia Eletrénica de Transmissdo (STEM -
scanning transmission electron microscopy), pode-se notar uma analise no qual um feixe
de elétrons é emitido em direcdo a amostra, previamente preparada em pequenas grades,
interagindo com a amostra enquanto o feixe a atravessa. Devido ao contraste apresentado
nas imagens, é possivel observar melhor o pé obtido. Nesta etapa do trabalho foi realizada
a andlise apenas da Amostra 2, que apresenta a unica diferenca o tratamento térmico com

a Amostra 3.
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A imagem 31 a seguir apresenta uma visualizagdo geral de pequenos
aglomerados do p6 na Amostra 2 pelo Médulo de Microscopia Eletrénica de Transmissao

(STEM).

Figura 31 — Analise do Modulo STEM da Amostra 2 apresentando o contraste do p6 em

trés regides diferentes (a), (b) e (c).

Dgfector= TS BSDEAT = 1500 kY IProbe=_100pA

ST B e
a) L o e

(C) B A [ T N
Fonte: Autor.
Com esse madulo, também pode-se estimar o diametro de particula do p6
de hidroxiapatita da Amostra 2, utilizando o contraste apresentado como ferramenta. A

Figura 32 a seguir apresenta uma regiao especifica de aglomerados com a estimativa do

tamanho de particula.
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Figura 32 — Analise do modulo STEM da Amostra 2 com (a) perspectiva geral e (b) com

estimativa do tamanho de particula.

L

200 nm Detector= NTS B8SD EHT = 15.00kV |Probe= 100 pA Date 6 Oct 2023
— Spof Size = 390 WD = 12.0 mm Aperture Size = 30.00 pm Time :12:15:19 'UNILA
(a) Mag= 50.00KX  Fill= 2450A Beam Current= 30.0pA (b)
r v
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200 nm Detector = NTS BSD EHT = 1500 kV [ Probe= 100 pA Date :6 Oct 2023
—t Spot Size = 390 WD = 120 mm Aperture Size = 30.00 ym Time /12:14:20 'UNILA
Mag = 50.00 KX o @ = 2460A Beam Cument= 30.0puA

Fonte: Autor.

Assim, tem-se pela imagem que o tamanho estimado das regides
escolhidas foi de 58,59nm e 93,75nm. Esses valores obtidos sdo correspondentes a
estimativa realizada nas andlises de MEV da amostra, apresentando um bom comparativo
do tamanho de particula em diferentes regibes do material com duas ferramentas de
analise. Além disso, é importante ressaltar que a limitacdo de resolucdo das imagens
obtidas pelo Médulo STEM é pelo fato de a técnica utilizada ser apenas um maodulo de

transmissao acoplado ao MEV, limitando a resolu¢éo do equipamento.
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4.4 DISPERSAO E TAMANHO DE PARTICULAS

Para a andlise de dispersdo e tamanho de particula, foram analisadas as
Amostras 2 e 3. As amostras dispersas em banho de ultrassom conforme descrito
anteriormente, apresentaram um tamanho médio de particula de 3,86um para a Amostra 2
e 3,76um para a Amostra 3, conforme a Figura 33 a seguir.

Figura 33 — Analise de dispersao e tamanho de particulas para (a) Amostra 2 e (b)

Amostra 3.
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Fonte: Autor.

E importante ressaltar que o equipamento utilizado nio é ideal para
determinacao do tamanho de particula em escala nanométrica, devido ao método utilizado

de medida de difracdo a laser, que tem limitacbes para deteccdo de particulas na faixa
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nanomeétrica, o que pode gerar erro e deslocamento das curvas. O didmetro em 50% foi
utilizado para estimar o tamanho médio de particula.

Entretanto, o resultado obtido consolida a faixa de tamanho de particula
desejado e conforme os resultados obtidos pelo MEV/STEM, o material apresentou
tamanhos de particulas nas faixas nanométricas, submicrométricas e micrométricas, o que
também condiz com a alta presenca dos aglomerados, devido as ligacées quimicas com a
agua, resultando na pressao capilar entre as particulas e a ligacdo nas superficies das

particulas, conforme referenciado anteriormente.

4.5 VALIDACAO DO METODO DE REPLICA INVERSA

Como néo foi realizado um estudo reoldgico especifico para o preparo da
suspensdao utilizada, que trincou j4 na secagem, e nem uma pesquisa mais profunda da
curva de degradacao do molde e dos agentes organicos, era esperado que a peg¢a nao se
mantivesse integra, restando apenas o p6. Pode-se notar pela Figura 34 a seguir, que a
suspensao ceramica desenvolvida retraiu com a secagem e trincou na grande maioria dos

pontos do molde.

Figura 34 — Molde polimérico (a) preenchido com a suspensao ceramica antes da
secagem e (b) preenchido com a suspensao ceramica apds 0 processo de secagem em

temperatura ambiente.

Versdo Fi nal Honol ogada
06/ 11/ 2023 19: 35



55

Fonte: Autor.

Apos realizado o tratamento térmico do molde com a suspensao ceramica
descrito na secéo 3.6 deste trabalho, o material residual do processo de sinterizacédo se
encontrou trincado com pequenos nucleos dos poros (chamados de “nés”) do molde
desenvolvido com pequenas curvas resultantes do modelo proposto.

A Figura 35 a seguir apresenta a relacdo do material obtido no processo de
sinterizacdo com uma comparacdo das curvas do molde apontando que nas partes mais
concentradas da suspensao (regido de n6 dos poros) a suspensdo manteve a forma

desejada com o design do molde.

Figura 35 — Resultado obtido do processo de sinterizacdo do molde com a suspenséao
ceramica e o comparativo com as curvas remanescentes do molde em (a) e (b) um né; (c)

e (d) 6 pontos de no.

(b)

Fonte: Autor.
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Entretanto, com os resultados obtidos no processo de sinterizacao, €
possivel notar que as formas residuais do molde apontam que o método proposto tem um
pequeno potencial para obtencéo de scaffolds ceramicos a partir de moldes por manufatura
aditiva, com base no estudo realizado por FRANCHIN e COLOMBO (2015) utilizando um

geopolimero de metacaulim.
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5 CONCLUSOES

Adaptando um roteiro de sintese para nanoparticulas de hidroxiapatita ndo
estequiométrica para uma formulacédo estequiométrica do material, o trabalho realizado
provou-se eficaz para a obtencdo de nanoparticulas de hidroxiapatita estequiométrica.
Além disso, foi possivel notar a diferenca no padrao de difracao de raios-X em uma amostra
nao estequiométrica — Amostra 1 - (Ca/P = 3:1) para uma amostra estequiométrica —
Amostras 2 e 3 - (Ca/P = 5:3), de onde as fases cristalinas da hidroxiapatita presentes nos
difratogramas das Amostras 2 e 3 sdo compativeis com o banco de dados de referéncia,
indicando que a sintese e processamento térmico do material foi de acordo com o esperado.

Os resultados obtidos pelas curvas de DSC apontaram que ap6s 400°C, ha
um aumento significativo na curva de DSC que pode ser justificada pela liberacdo de
moléculas de 4gua de composi¢ao, além da decomposicdo de matrizes organica presentes.
Apoiado pela bibliografia, essa curva pode ser atribuida a modificacdo da estrutura cristalina
do material ocorrida durante o processo de calcinacdo, com a remocao da agua intersticial
na rede cristalina.

Além disso, as analises de MEV juntamente com a analise do mddulo
STEM apontaram pequenas particulas em aglomerados nas faixas de 58,59nm a 93,75nm,
dando uma base sélida para o procedimento realizado e validando o processo de sintese
da formulacao estequiométrica para o roteiro utilizado para obtencdo de nanoparticulas do
material.

O resultado obtido pela analise de EDS indicou uma estimativa elementar
das amostras sem a presenca de elementos contaminantes, apontando uma estimativa da
razdo Ca/P de 1,64, sendo um valor muito proximo da razdo estequiométrica da
hidroxiapatita (1,67) apontada pela bibliografia; sendo aceito pela bibliografia até Ca/P =
1,65 como uma boa propor¢éo estequiométrica para o material.

A analise de dispersédo e tamanho de particula apontou particulas na faixa
de 3,87um para a Amostra 2 e 3,76um para a Amostra 3, indicando que o p6 obtido estava
na faixa esperada e, apesar das aglomeragcbes, foi uma analise com resultados
satisfatorios.

O método da reéplica inversa proposto neste trabalho, provou-se ter um
grande potencial se houver um estudo reoldgico especifico para uma suspensado de
hidroxiapatita, focando na fluidez e controle da retracdo do material apés a secagem.

Apesar de nédo ter sido obtido resultados satisfatorios como a integridade do molde
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desenvolvido, o método aponta um potencial atrativo para a obtencdo de scaffolds
ceramicos utilizando a manufatura aditiva (impressédo 3D) como meio de desenvolvimento
de scaffolds com geometrias complexas.

Sendo assim, este trabalho conseguiu atingir os objetivos principais que
eram a sintese e controle de nanoparticulas de hidroxiapatita estequiomeétrica, utilizando
meétodos e roteiro para sintese de nanoparticulas ndo estequiométricas. O trabalho
realizado passou por todos os campos de formacdo da engenharia de materiais, desde
sintese, processamento de materiais e métodos de caracterizagdo. Assim, a area de
aplicacdo da hidroxiapatita tem um forte potencial em vérias areas da sociedade, mas
apresenta um potencial ainda maior na area da engenharia biomédica, sendo um campo

multidisciplinar com a engenharia de materiais.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Apos a realizacao destes trabalhos, séo sugeridas como pospostas futuras

as seguintes abordagens:

19: 35

Controle de pH, velocidade de titulagdo durante o processo de sintese e de
temperatura com o objetivo de controlar a formacgéo de aglomerados;
Andlise de dispersédo tamanho por DLS (dynamic light scattering) para melhor
analise e determinacéo das nanoparticulas;

Andlises térmicas detalhadas de TGA e DSC de sinteses de HAp
estequiométricas;

Controle reolégico das suspensdes (ou pastas, se hecessario) ceramicas para
validacdo completa do método de réplica inversa;

Andlises de DRX apos sinterizacao das pecas obtidas pelo método da réplica

inversa.
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