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PREFACIO

Materiais ceramicos sdo uma classe de materiais que abrange uma grande variedade
de substancias naturais e sintéticas, tais como tijolos, revestimentos, pedras, concreto, abrasivos,
vidrados para porcelana, isolantes, dielétricos, materiais magnéticos e ndo-metalicos, refratarios para
altas temperaturas e muitos outros. Popularmente, o termo ceramica ¢ utilizado para designar objetos
de arte feitos a partir de massas plasticas ceramicas. Usualmente, os materiais ceramicos podem ser
descritos como compostos inorganicos formados por elementos metalicos e ndo metalicos. Visando
melhor compreensdo dos materiais ceramicos, costuma-se dividi-los em dois grupos bdasicos: as

ceramicas tradicionais ¢ as ceramicas avangadas.

As ceramicas tradicionais compreendem todos os materiais ceramicos fabricados a partir
de matérias-primas que sdo encontrados na natureza, como argilas, cerdmicas vermelhas, ceramicas
brancas, entre outros. Os produtos das ceramicas tradicionais incluem: telhas, tijolos, cimento,
revestimentos ceramicos (pisos e azulejos), loucas de mesa, vidros em geral, materiais refratarios e

isoladores elétricos.

As ceramicas avancadas, também conhecidas como ceramicas de alta tecnologia, diferem
das tradicionais em virtude do controle mais rigido dos materiais empregados e nas etapas de
processamento, o que influi nas propriedades e na microestrutura do material. Sao compostas por
materiais sintéticos de alto grau de pureza, tais como o 6xido de aluminio (AI203), carboneto de
silicio (SiC), nitreto de silicio (Si3N4) e 6xido de zirconio (ZrO2), entre outros, preparados por
métodos mais sofisticados, envolvendo processos controlados, bem como melhor entendimento a
nivel microscopico. Os produtos das ceramicas avangadas incluem: ceramicas eletronicas (isolantes
e semicondutores), ceramicas magnéticas (ferritas), ceramicas opticas (fibras Opticas, materiais para

laser), elementos combustiveis (pastilhas de UO2), etc.

Neste sentido, este livro aborda diferentes pesquisas relacionados aos materiais ceramicos,
apresentando de maneira clara e objetiva resultados de estudos originais, bem como dados e

informagdes pertinentes por meio de revisdes bibliograficas acerca dessa area da ciéncia e engenharia

de materiais.
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RESUMO: A engenharia de tecidos se destaca na busca de recursos e rotas confiaveis com a finalidade
de dar assisténcia a saide humana, visando minimizar os danos causados por perda ou falha de tecidos
ou orgaos, mimetizando o microambiente fisiologico. O BCP ¢ um biomaterial ceramico promissor
para esta area, que consiste na unido de duas fases de fosfatos de célcio distintas, a hidroxiapatita
(Hap) que detém bioatividade e estabilidade e o beta fosfato tricalcico (B-TCP) que possui rapida
dissolucao. Com isso, esta bioceramicas dotada de uma taxa de absorc¢ao confiavel e controlavel,
possibilita uma melhor osseointegracdo e rapido crescimento Osseo por ligacdo direta com o 0sso
natural, ajudando assim na formacdo de osso novo. Dessa forma, este trabalho tem como objetivo
obter o BCP através da rota Pechini, avaliando o efeito da relagao acido citrico/cations metalicos na
citotoxicidade da ceramica produzida. Os pds resultantes foram caracterizados por difracao de raios
X (DRX), microscopia eletronica de varredura (MEV) e ensaios de citotoxicidade em Artemia salina,
através da metodologia de McLaughlin (1991). Percebeu-se que as diferentes relagdes 4cido citrico
/cations metalicos afetaram a propor¢ao entre as fases, hidroxiapatita e beta TCP, constituintes do
BCP. As particulas apresentaram-se fortemente aglomeradas e foram consideradas atoxicas, uma vez

que possuiram 0% de letalidade.

PALAVRAS-CHAVE: Sintese. Fosfato de céalcio bifasico. Pechini.




EVALUATION OF THE CYTOTOXICITY OF HAp/ B -TCP BIPHASIC CERAMICS

ABSTRACT: Tissue engineering stands out in the search for reliable resources and routes in order to
provide assistance to human health, aiming to minimize damage caused by loss or failure of tissues
or organs, mimicking the physiological microenvironment. BCP is a promising ceramic biomaterial
for this area, which consists of the union of two distinct calcium phosphate phases, hydroxyapatite
(Hap) which has bioactivity and stability and beta tricalcium phosphate (f -TCP) which has rapid
dissolution. With that, these bioceramics, endowed with a reliable and controllable absorption rate,
allow a better osseointegration and fast bone growth by direct connection with the natural bone, thus
helping in the formation of new bone. Thus, this work aims to obtain BCP through the Pechini route,
evaluating the effect of the citric acid/metal cations ratio on the cytotoxicity of the ceramic produced.
The resulting powders were characterized by X-ray diffraction (XRD), scanning electron microscopy
(SEM) and cytotoxicity assays in Artemia salina, using the methodology of McLaughlin (1991).
It was noticed that the different citric acid/metal cations ratios affected the proportion between the
phases, hydroxyapatite and beta TCP, constituents of BCP. The particles were strongly agglomerated

and were considered non-toxic, as they had 0% lethality.

KEY-WORDS: Synthesis. Biphasic calcium phosphate. Pechini.

INTRODUCAO

Em virtude ao agravamento do envelhecimento global, a osteoporose e as fraturas causadas
pelo envelhecimento despendem recursos humanos e financeiros consideraveis a cada ano. Além
disso, acidentes de transito e lesdes por queda podem causar diferentes graus de fratura, resultando em
defeitos 6sseos (Wang et al., 2021). A maioria desses casos terminara em cirurgia, onde € necessaria
a colocacdo de enxertos que atendam as necessidades biologicas, estruturais e morfologicas do local
afetado (Nevado et al., 2020). O enxerto 6sseo ¢ um procedimento cirurgico para reconstruir defeitos
Osseos que podem ser causados por lesdes ou trauma, pseudoartrose infectada e doengas genéticas.
Anualmente, mais de dois milhdes de procedimentos de enxerto 6sseo ocorrem em todo o mundo,
0 que torna o enxerto 6sseo o segundo procedimento de transplante mais comum apos a transfusao
de sangue (Fardjahromi et al., 2021). Os autoenxertos, ainda considerados o padrao-ouro devido as
suas propriedades osteogénicas, osteoindutivas e osteocondutoras ideais, t€m vdarias desvantagens,
incluindo a morbidade do local doador e sua disponibilidade limitada (Neto et al., 2019).Desta forma,
a engenharia de tecidos surge nas tltimas décadas, como um campo promissor para fornecer solugdes
para a reparacdo de tecidos, varios esforcos foram feitos para desenvolver materiais e técnicas de
fabricagdo para melhorar a funcionalidade e ampliar a acessibilidade da medicina regenerativa (Saed
et al., 2020). Atualmente, os materiais usados como suporte em reparo dsseo incluem principalmente

materiais poliméricos biodegraddveis, como poli-caprolactona, materiais biocerdmicos, como

hidroxiapatita e B-fosfato tricalcico (B-TCP) e materiais metéalicos, como titanio e tantalo (Duan et
al., 2021).




Hidroxiapatita (HAp, Ca (PO,)(OH),) e beta fosfato tricalcico (TCP, Ca,(PO,),) sdo os
fosfatos de calcio mais comumente usados em aplicagdes médicas (Sun e Huang, 2018). Porém, o
processo de dissolu¢ao mais lento do HAp e a taxa de dissolugao bastante rapida do B-TCp constituem
um grande impedimento para tais aplicacdes, o que leva ao estudo de uma combinacdo de HAp e
B-TCP, formados por fosfato de calcio bifasico (BCP) (Ananth et al., 2020). O BCP ¢ um biomaterial
que consiste em uma mistura de HAp e TCP (Tan et al., 2020). Tornou-se um substituto promissor de
enxerto 6sseo devido a sua taxa de absorcao confidvel e controlavel, melhor osseointegragdo e rapido
crescimento 0sseo por ligacao direta com o osso natural, ajudando assim na formagdo de osso novo
(Thangavelu et al., 2020). Sendo comumente usado para administracdo de drogas, substitutos 0sseos
e aplicacdes odontologicas por causa de sua biocompatibilidade e biodegradabilidade, bem como por
sua eficdcia na regeneragdo de tecidos duros em oposi¢do a HAp puro ou B-TCP puro (Shim et al.,
2018).

Viarias literaturas ja relataram a obtencdo do BCP, reagdes em estado solido, técnicas
mecanoquimicas, métodos hidrotermal, sol-gel e emulsdo, pirdlise e combustdao de solugao, além de
obtengdes naturais. O método sol-gel de poliesterificacao (Método Pechini) ¢ um método geral para
a sintese de nanoparticulas, que se destaca devido ao controle do tamanho de particula, morfologia
e composi¢ao dos nanopos (Ghorbani et al., 2017). O principio do processo Pechini ¢ baseado na
capacidade do acido citrico em quelar ions metéalicos que podem sofrer poliesterificacdo com alcoois
poli-hidroxilicos, como etilenoglicol, para formar um precursor polimérico, isso ocorre em duas
etapas: a interacdo dos componentes iniciais em uma solugdo, resultando na formagao do gel e na
decomposi¢ao das composicdes metal-polimero obtidas para formar 6xidos. O gel ¢ formado a partir
da esterificagdo entre o acido polibasico (ligantes dos ions metalicos) e o alcool poliatdmico. Apos o
processo de calcinagdo, sao obtidos pos de tamanho nanométrico (Masoudpanah e Ebrahimi, 2013;
Mamonova et al., 2017). Quando comparado a outros métodos sol-gel, o método Pechini apresenta

melhor homogeneidade composicional, menor toxicidade e menor custo (Zaki et al., 2012).

O método Pechini, mesmo apresentando bastante atrativos, é pouco discutido na literatura
para a produ¢do do BCP, o que abre bastante espago para discussoes quanto a parametros de sintese
e o efeitos dessas condi¢des na propriedade finais do produto. Dessa forma, este trabalho tem como
objetivo obter o BCP através da rota Pechini, avaliando o efeito da relacdo acido citrico/cations

metalicos na citotoxicidade da cerdmica produzida.

METODOLOGIA

Os materiais utilizados para a producao dos p6s de BCP foram: dgua destilada, 4cido citrico

monohidratado, nitrato de cdlcio, fosfato de amodnio dibésico e etilenoglicol.

Para a sintese do nano BCP pelo método Pechini, foi adicionado 100ml de 4gua destilada
em um becker, que foi colocado em uma placa de aquecimento com agitacdo constante com
a temperatura mantida por volta do 70°C, controlada com o auxilio de um termometro. O acido

citrico foi adicionado na solugdo de forma fracionada, logo apds foram adicionados os percursores,

nitrato de calcio e fosfato de amodnio. A relagdo entre o acido citrico /cation metalico variou em




2:1 e 4:1. Apos a total dissolugdo dos precursores, o etileno glicol foi colocado na solucdo. A razio
entre o acido citrico e o etileno glicol (AC/EG) ficou fixa em 60/40. Apods a disposi¢do do etileno
glicol a temperatura foi aumentada e mantida entre 100 a 120°C para a realizagdo das reagdes de
poliesterificacdo e consequente formacgao do gel. Foi realizado uma pirdlise no gel a 400°C/1h, com
uma taxa de aquecimento de 10°C/min, para a eliminacdo de matéria organica. O material obtido
foi desaglomerado, e logo em seguida passado em peneira ABNT n°200 (0,074mm), e calcinado na
temperatura de 1000°C, durante 1 hora, com taxa de aquecimento de 10°C/min, para obtencao da fase
desejada. As amostras obtidas foram nomeadas de A2 e A4, quando a propor¢cdo AC/CM foi de 2:1 e
4:1, respectivamente.

As amostras sintetizadas foram caracterizadas por difragao de raios X (DRX), para identificacao
das fases formadas, quantificacdo das fases, cristalinidade e tamanho de cristalito. O equipamento
utilizado para essa andlise foi o difratdmetro de raios X modelo XRD-6000 da Shimadzu com
radiacao ka do cobre e varredura de 20 a 60°. A quantificacdo das fases foi realizada por meio do
programa HighScore Plus. O tamanho de cristalito foi calculado a partir da equacdo de Scherrer. A
cristalinidade foi determinada a partir da razao entre a area integrada do pico referente a fase cristalina
e a area referente a fragdo amorfa. Os aspectos morfologicos das amostras obtidas foram analisados
por microscopia eletronica de varredura (MEV), utilizando um microscopio eletronico de varredura,
modelo Auriga da Carl Zeiss. A toxicidade do BCP foi avaliado por meio de ensaios de toxicidade

sobre Artemia salina, através da metodologia de McLaughlin (1991).

RESULTADOS E DISCUSSOES

A Figura 1 exibe os difratogramas de raios X das amostras.

Figura 1: Difratogramas de raios X das amostras A2 e A4, obtidas com razdes AC/CM de 2:1 e 4:1, respectivamente
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Fonte: Autoria propria, 2021.




O difratograma da Figura 1 permite observar a formagao do fosfato de calcio bifasico, com
picos caracteristicos das fases hidroxiapatita (HAp) e da fase beta fosfato tricalcico (B-TCP), para
ambas as amostras. A fase referente a hidroxiapatita foi identificada através da ficha padrao JCPDS
9 — 432 ¢ a fase B-TCP por meio da ficha padrao JCPDS 9 — 169. Os difratogramas se revelam
bastante similares, todavia observa-se uma menor intensidade de alguns picos referentes a fase
B-TCP na amostra A4, provavelmente em virtude do aumento na razdo molar de acido citrico para
ions metélicos em solu¢do. Pesquisadores que estudaram a sintese de outros materiais pelo método
Pechini, verificaram que o teor de acido citrico em relagdo aos cations metalicos tem uma influéncia

significativa na formacao das fases formadas (Aratjo et al., 2017; Julien et al., 2019).

A Tabela 1 apresenta a quantificagdo das fases e a Tabela 2 apresenta a cristalinidade e tamanho
de cristalito das amostras A2 e A4, sintetizadas nas propor¢coes AC/CM 2:1 e 4:1 e na razao 60/40 de
AC/EG, respectivamente.

Tabela 1: Quantificag¢@o das fases das amostras A2 e A4 obtidas com razdes AC/CM de 2:1 ¢ 4:1

QUANTIFICACAO DAS FASES (%)
AMOSTRA
08 FASE Hap FASE  -TCP
A2 93 7
A4 98 2

Fonte: Autoria propria, 2021.

Tabela 2: Tamanho de cristalitos e grau de cristalinidade das amostras A2 e A4 obtidas com razdes AC/CM de 2:1 ¢ 4:1.

AMOSTRA CRISTALIiTOS (nm) CRISTALINIDADE (%)
A2 65,6 87,4
A4 63,1 94,6

Fonte: Autoria propria, 2021.

Percebe-se que os valores de cristalinidade sdo altos para todas as amostras, onde a amostra
A4, com propor¢ao 4:1 de AC/CM foi a que obteve maior valor de cristalinidade, sendo este de 94,6%,
O elevado grau de cristalinidade das amostras provém da maior homogeneidade do sistema, que
aumenta com a maior quantidade de acido citrico disponivel para quelar mais cations, resultando em
uma maior uniformidade dos elementos metalicos no éster (Zhao et al. 2006). Quanto aos tamanhos
de cristalito nota-se que nao houve mudangas significativas com a variagao da propor¢ao de AC/CM.
Onde, os valores se encontram bem préximos e evidenciam o carater nanométrico das particulas e
estdo de acordo com a literatura para sintese de fosfatos de calcio por outras rotas sol-gel (Feng et al.,
2005; Eshtiagh-Hosseini et al., 2007).

As Figuras 2 e 3 exibem a morfologia obtida por microscopia eletronica de varredura da

amostra A2 e A4, respectivamente.




Figura 2: Microscopia eletronica de varredura da amostra A2 na magnitude de 5000x.

Fonte: Autoria propria, 2021.

Figura 3: Microscopia eletronica de varredura da amostra A4 na magnitude de 5000x.

Fonte: Autoria propria, 2021.

A andlise da micrografia nas figuras 3 e 4 evidencia uma morfologia que se apresenta
predominantemente numa forma aglomerada, ndo sendo possivel distinguir cada uma das fases
constituintes. Esta tendéncia em gerar agregados do material ¢ oriunda de sua alta reatividade, que

ocorre em decorréncia do seu carater nanométrico.

As amostras A2 e A4 foram testadas nas concentragoes de 6; 3; 2; 1; 0,1; 0,05; 0,01 e 0,001
ug/mL, e para todas as concentragdes testadas nao houve letalidade dos organismos, sendo assim, nao

foi possivel determinar CL50, o teste foi analisado por um periodo de 24 e 48h de exposicao.

A Tabela 3 exibe os resultados de toxicidade frente a Artemia Salina amostras A2 e A4.




Tabela 3: Resultado do teste de toxicidade frente a Artemia Salina amostras A2 e A4.

Concentracoes (%) Letalidade
(ug/mL) A2 A4

6

3

2

1
0,05
0,01

0,001 0
Fonte: Autoria propria, 2021.
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A organizacdo mundial de saide (OMS), considera toxicas substancias que apresentam valores
de CL50 em Artemia Salina < 1.000 ug/ml (Meyer et al., 1982; Lima et al., 2014). Assim, as amostras
analisadas s3o atoxicas, pois as mesmas apresentaram 0% de letalidade nas diversas concentragdes
testadas como demonstrado na Tabela 2. Esse teste fornece dados preliminares para futuros ensaios

bioldgicos.

CONCLUSAO

O fosfato de célcio bifasico (BCP) foi produzido através do método Pechini de maneira
apropriada, onde as diferentes relagdes acido citrico /cations metélicos afetaram a proporcao entre as
fases, hidroxiapatita e beta TCP, constituintes do BCP. As amostras apresentaram particulas fortemente
aglomeradas, e, apresentaram ainda, 0% de letalidade, sendo consideradas atoxicas a partir do teste

em Artemia Salina, sendo apto para posteriores caracterizagdes biologicas.
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