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RESUMO

A hidroxiapatita (Cai0[PO4]s(OH)2, HAp) é uma bioceramica de fosfato de calcio e principal constituinte
dos ossos e dentes humanos. Diversos estudos na ultima década tém avaliado a extracdo e a
caracterizacdo da HAp obtida a partir de escamas de diferentes tipos de peixe, visando o sua apliagdo
na engenharia de tecido. Contudo, estudos em bioprospecgédo de novas fontes de HAp em escamas de
peixes da biodiversidade nativa da Amazonia ainda sao escassos. O objetivo deste trabalho foi produzir
biocerdmica porosa a partir da HAp extraida das escamas de pirarucu (Araipama gigas), onde ha
registros de presenca de HAp na camada externa altamente mineralizada e nanocristais nas fibras de
colageno. A escama foi caracterizada utilizando termogravimetria derivada (TG-DTG) e espectroscopia
de infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR). A extracdo de hidroxiapatita (HAp) das escamas
de peixe foi realizada por calcinagdo de entre 600°C e 1000°C, os p6s de HAp foram analisados por
difracdo de raios X (XDR), espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FT-IR),
espectroscopia de energia dispersiva por raios-X (EDS), microscopia eletrénica de varredura (MEV) e
rendimento. O pé calcinado a 1000°C foi utilizado para a compactacdo dos pellets onde misturou-se
HAp com diferentes proporcbes de bicarbonato de aménio (BCA) atuando gerador de poros e
sinterizados a 1200 °C. Os pellets sinterizados (bioceramica porosa ou scaffold) foram caracterizados
(XDR), (FT-IR), (EDS), (MEV), densidade, porosidade e bioatividade. A analise da escama por TG-
DTG mostrou uma perda de massa superior a 50 %, o que levou a rendimentos de 46 a 48% de extracao
de p6 de HAp. Os resultados de caracterizacdo convergiram para a afirmacdo da obtengdo HAp. No
DRX o tamanho médio de cristalito da HAp utilizada para a produ¢do da bioceramica porosa foi de 74
nm, ja o tamanho dos cristalitos das bioceramicas variaram entre 114 a 131 nm. O EDS demonstrou a
presenca dos elementos que compBdem os pos, com a relacdo Ca/P entre 1,58 e 1,73, e a presenca do
magnésio, sodio e potassio como elementos tracos. Das observacfes do MEV, o HAp obtido consiste
em graos com tamanhos entre 1-5 um e mais cristalinos com o aumento da temperatura, e a bioceramica
porosa produzida apresentou macroporos interconectados, de dimens@es entre 50 pum a 400 um nas
amostras com 40 e 60% m/m de BCA. Todas as bioceramicas de HAp testadas demonstraram
porosidades significativas na faixa de 29-72% para 0-60% em massa de BCA, sendo o ideal acima de
55% para desenvolvimento de andaimes 0sseos para promover a regeneracdo 0ssea. O teste de
Bioatividade mostrou formacdo e dissolucdo de apatitas nas superficies das amostras, vistas por
miscroscopia e a cristalinidade das amostras que permaneceram altas. Esses resultados sugerem que a

bioceramica porosa desenvolvida pode ter potencial para uso na engenharia de tecidos ¢sseos.

Palavras-chave: Escama de peixe, Hidroxiapatita, Biomaterial, Scaffold, Arapaima gigas.



ABSTRACT

The hydroxyapatite (Caio[PO4]s(OH)2, HAp) is a calcium phosphate bioceramics and the main
constituent of human bones and teeth. Several studies in the last decade have evaluated the extraction
and characterization of HAp obtained from scales of different types of fish, aiming at its application in
tissue engineering. However, bioprospecting studies of new sources of HAp in fish scales of native
Amazonian biodiversity are still scarce. In the present work, the objective was to produce porous
bioceramics from HAp extracted from pirarucu (Araipama gigas) scales, where there are records of
HAp in the highly mineralized outer layer and nanocrystals in the collagen fibers. The scale was
characterized using derivative thermogravimetry (TG-DTG) and Fourier transform infrared
spectroscopy (FT-IR). The extraction of hydroxyapatite (HAp) from the fish scales was performed by
calcination between 600°C and 1000°C, the HAp powders were analyzed by X-ray diffraction (XDR),
Fourier transform infrared spectroscopy (FT-IR), spectroscopy of energy dispersive X-ray (EDS),
scanning electron microscopy (SEM) and yield. The powder calcined at 1000°C was used for the
compaction of the pellets where HAp was mixed with different proportions of ammonium bicarbonate
(BCA) acting pore generator and sintered at 1200°C. The sintered pellets (porous or scaffold
bioceramics) were characterized (XDR), (FT-IR), (EDS), (SEM), density, porosity and bioactivity.
Analysis of the scale by TG-DTG showed a mass loss of more than 50%, which led to yields of 46 to
48% extraction of HAp powder. The characterization results converged to the assertion of HAp. In XRD
the mean crystallite size of the HAp used to produce the porous bioceramics was 74 nm, and the size of
the crystallites of the bioceramics varied between 114 and 131 nm. The EDS demonstrated the presence
of the elements that compose the powders, with the Ca/P ratio between 1.58 and 1.73, and the presence
of magnesium, sodium and potassium as trace elements. From the MEV observations, the obtained HAp
consists of grains with sizes between 1-5 and more crystalline with increasing temperature, and the
porous bioceramics produced showed interconnected macropores of sizes between 50 um and 400 pm
in the samples with 40 and 60% m/m BCA. All HAp bioceramics tested showed significant porosities
in the range of 29-72% for 0-60% BCA mass, and the ideal was above 55% for the development of bone
scaffolds to promote bone regeneration. The Bioactivity test showed formation and dissolution of
apatites on the surfaces of the samples, seen by miscroscopy and the crystallinity of the samples that
remained high. These results suggest that porous bioceramics developed may have potential for use in

bone tissue engineering.

Keywords: Fish scales, Hydroxyapatite, Biomaterial, Scaffold, Arapaima gigas.
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1. INTRODUCAO

O pirarucu (Arapaima gigas) vem sendo elencado como uma das espécies nativas
potenciais para a piscicultura no Brasil ha algumas décadas, devido as caracteristicas de rapido
crescimento (atinge até 10 kg em apenas um ano de cultivo), respiracdo aérea e tolerancia a
altos niveis de aménia na agua, além de possuir filé ausente de espinhas, com cor clara e sabor
suave. Nos ultimos anos vem se verificando um crescimento significativo na producdo da
espécie em cativeiro. Esse crescimento vem sendo impulsionado por incentivos governamentais
em alguns estados e investimentos privados, aliados a um maior conhecimento sobre as
caracteristicas produtivas da espécie (LIMA et al., 2017).

Atrelados a producdo de pescado, os residuos gerados no beneficiamento (cabeca,
visceras, nadadeira, cauda, coluna vertebral, barbatana, escamas e restos de carne) podem
representar cerca de 50% em massa da matéria-prima e, cerca de 4% sdo escamas. Geralmente,
a escama de peixe € considerada inatil e descartada como residuo pela industria. No entanto, a
escama de peixe contém componentes organicos e inorganicos valiosos, principalmente
colageno e hidroxiapatita (HUANG; HSIAO; CHAI, 2011).

A hidroxiapatita (Cai0[PO4]s(OH)., Hap) é uma bioceramica de fosfato de célcio e
principal constituinte dos 0ssos e dentes humanos. Devido a sua similaridade com a estrutura
cristalina e composicao dos minerais 0sseos, a HAp apresenta uma elevada biocompatibilidade,
bioatividade e capacidade de ligacdo 0ssea, sendo um dos compostos mais empregados em
aplicacBes biomédicas (GUO et al., 2014).

A porosidade também é uma propriedade importante da bioceramica na engenharia de
tecidos 0sseos, pois 0 tamanho, a forma, a interconectividade e a distribuicdo dos poros
controlam como o0s mecanismos biolégicos atuantes nos materiais implantados. Assim, 0s
processos celulares precisam de espaco suficiente para proliferar, multiplicar, excretar
metabolitos toxicos e regenerar os tecidos normais do corpo. Isso requer que os implantes
possuam uma area superficial adequada para suportar e orientar as células desejadas, com
espacos vazios apropriados para penetracdo na estrutura 3D quando implantados in vivo
(BLITTERSWIJK; BOER, 2014; SETHURAMAN; KRISHNAN, SUBRAMANIAN, 2017).

Diversos estudos na Gltima década tém avaliado a extracdo e a caracterizacdo da
hidroxapatita obtida a partir de escamas de diferentes tipos de peixe, visando o desenvolvimento
de biocerdmicas (CHAI; TAGAYA, 2018; MONDAL et al., 2016; PAUL et al., 2017).
Contudo, estudos em bioprospecgcdo de novas fontes de HAp em escamas de peixes da

biodiversidade nativa da Amazo6nia ainda sdo escassos.
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Nesse cenario e diante das carateristicas apresentadas pelas escamas de pirarucu
(Arapaima gigas), presenca de HAp em uma camada externa altamente mineralizada e
nanocristais de HAp nas fibras de colageno (AROLA et al., 2018; SHERMAN et al., 2017;
TORRES et al., 2008); novas pesquisas sdo importantes para uma maior compreensdo da
potencialidade dessa escama para aplicacdo na area biomédica. Portanto, este trabalho visa a
obtencdo de uma bioceramica porosa a partir da HAp extraida das escamas de pirarucu, com
potencial para aplicacdo na engenharia de tecidos 6sseos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Obter e caracterizar a bioceramica porosa a partir hidroxiapatita extraida das escamas
de Pirarucu (Arapaima gigas).
2.2. Objetivos especificos

e Extrair e caracterizar a hidroxiapatita da escama de pirarucu;

e Produzir a biocerdmica porosa a partir da hidroxiapatita extraida;

o Caracterizar a bioceramica obtida (estrutura, morfologia e bioatividade).
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo serdo abordados 0s aspectos tedricos sobre bioceramicas, hidroxiapatita
e escamas de pirarucu, além dos estudos recentes em extracdo e aplicagdo de HAp como
bioceramica na engenharia de tecidos 6sseos.

3.1. Bioceramicas

Ceramicas sdo compostos inorganicos sélidos constituidos de varias proporcdes, atraves
de mecanismos de ligacdo idnica ou covalente e estruturas de atomos e ions fortemente
compactados. Essas estruturas podem ser abertas e complexas, formadas por compostos
policristalinos inorgénicos ndo metalicos, que incluem dxidos metalicos, silicatos, carbonetos
e varios hidretos e sulfetos refratarios (TOMAS; BALAKRISHNAN; SREEKALA, 2018).

As bioceramicas sdo materiais ceramicos biocompativeis. Estes produtos ceramicos ou
componentes sdo usados principalmente em implantes e substituicfes 0sseas, possuindo uma
composicdo quimica diferenciada, propriedades mecanicas e atividade bioldgica para adeséo,
migracao e proliferacdo celular (LI; MA; GAO, 2015).

As bioceramicas sdo classificadas em inertes (por exemplo, alumina e zirconia),
osteocondutivas (por exemplo, hidroxiapatita que fornece uma interface biocompativel ao
longo da qual 0 0sso migra), osteoindutivas (por exemplo, vidros bioativos que podem estimular
as células 6sseas em direcdo a osteogénese) e ceramicas reabsorviveis (por exemplo, -
trifosfato de calcio e vidros de fosfato) com base na resposta tecidual que provocam (BAINO
et al., 2016).

As bioceramicas inertes sao materiais biocompativeis que mantém a suas propriedades
fisicas e mecénicas apds a implantacdo. As propriedades interessantes sdao a auséncia de
resposta bioldgica e ndo carcinogenicidade com o tecido circundante. Bioceramicas inertes sao
comumente usadas para um excelente suporte para a bioestrutura em reparos ortopédicos. Os
materiais mais comuns sob esta categoria sdo alumina (6xido de aluminio, Al,O3), zirconia
(6xido de zirconio, ZrO>), carbono pirolitico e nitretos de silicio (MYER, 2003).

Bioceramicas bioativas, osteocondutivas e osteoindutivas, podem interagir com 0s
fluidos fisiolégicos levando a formacdo de apatita do tipo bioldégico como um subproduto da
reacdo quimica na presenca de células vivas. Esta apatita pode induzir a formagdo de novo 0sso
no local danificado. Fosfatos de célcio e varias composigdes de vidros e vitrocerdmicas sdo o
exemplo mais comum desta categoria. Estes materiais sdo fabricados nas formas de pd, pecas

porosas, pecas densas, misturas injetaveis e revestimentos nos substratos. Eles tém excelente
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biocompatibilidade e bioatividade, mas suas propriedades mecénicas podem ser pobres
(TOMAS; BALAKRISHNAN; SREEKALA, 2018).

Biocerdmicas reabsorviveis podem ser degradadas ou reabsorvidas no sistema
fisiolégico sob a influéncia da atividade bioquimica ou metabdlica no corpo humano. O
processo de degradacdo depende da composicdo quimica dos materiais, da forma fisica (como
porosidade), densidade, se 0o material esta particulado ou em bloco, e da cristalinidade dos
materiais. O processo de biodegradacdo de materiais € uma sequéncia de etapas, sendo, a
dissolucao fisico-quimica do produto, que depende do pH local e solubilidade dos materiais, a
desintegracdo fisica do material em pequenas particulas por reacdo bioquimica ou processos
metabdlicos e, finalmente, fatores bioldgicos como a fagocitose, que causa uma diminuicao do
pH local. O potencial de degradacdo varia com os tipos de bioceramica. A maioria das
ceramicas de fosfato de calcio é reabsorvivel ou biodegradavel quando exposta a ambientes
fisiologicos, e a taxa de reabsor¢do aumenta com a diminuigéo da relacdo Ca/P (calcio/fosforo).
As ceramicas reabsorviveis sdo usadas para formar novos tecidos no local do dano. A selecao
de bioceramicas depende da relacdo entre a taxa de reabsorcdo da bioceramica e a taxa de
regeneracao do tecido 6sseo. As ceramicas reabsorviveis mais comuns sao trifosfato célcio,
hidroxiapatita e fosfato de célcio bifasico (TOMAS; BALAKRISHNAN; SREEKALA, 2018).

3.1.1. Bioceramicas para aplicacdes biomedicas

Os biomateriais baseados em ceramicas apresentam uma importancia significativa na
ciéncia e tecnologia biomédica. Esses novos biomateriais devem apresentar como
caracteristicas a disponibilidade, esterilidade, seguranca, reprodutibilidade, custo-beneficio e
reducdo da morbidade. O desenvolvimento de novas bioceramicas com o auxilio de avangos na
ciéncia e engenharia de materiais visam melhorar significativamente a saide do paciente e seu
padrdo de vida.

As formas atuais de aplicacdo de bioceramicas em uso clinico incluem pecas sélidas
(por exemplo, componentes de proteses articulares), pos e grdos para preenchimento 6sseo,
revestimentos em proteses de articulacGes metalicas, formulagdes injetaveis (cimento 6sseo) e
estruturas porosas (TOMAS; BALAKRISHNAN; SREEKALA, 2018).

3.1.2. Bioceramicas porosas

As bioceramicas porosas sdo biomateriais que funcionam como scaffolds (andaimes) e
reservatorios para células e moléculas sinalizadoras, como fatores de crescimento, capazes de
promover a auto-regeneracao dos tecidos. A Figura 1 apresenta imagens macro e microscopica

de um scaffold.
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Figura 1 — Imagens do scaffold macroporoso: (a) estrutura macroscépica; (b) microscopia
(MEV) das microestruturas da amostra com 62,8% de porosidade; (c) microscopia (MEV) dos poros
interconectados.

() (b) ()

Fonte: adaptado de Mbarki et al. (2017).

Assim, 0s poros no andaime podem desempenhar um papel importante no processo de
destino das células e na transferéncia de nutrientes para a regeneracédo de tecidos. Comumente,
um tamanho de poro maior que 100 um € necessario para o crescimento 0sseo, mantendo sua
vascularizagdo e viabilidade celular a longo prazo (TOMAS; BALAKRISHNAN;
SREEKALA, 2018). Contudo, se a porosidade do andaime aumenta, a resisténcia mecanica
diminui. Portanto, o desenvolvimento de ceramicas porosas € uma tarefa desafiadora na
engenharia de tecidos 0sseos.

Os fosfatos de calcio sdo materiais ideais para fazer scaffolds que devem agir como um
molde poroso 3-D, para permitir o crescimento do novo 0sso dentro de sua rede porosa. Uma
ampla gama de rotas de processamento tem sido proposta para a fabricacdo de andaimes, tais
como espuma (KIM et al., 2012; ZELLANDER et al., 2013), impressao 3D (LI et al., 2018),
queima ou sublimacdo de fase organica (BAINO et al., 2016; SOPYAN; MARDZIAH;
RAMESH, 2012). Esses metodos fornecem um meio para controlar a estrutura tridimensional
dos andaimes, cujas caracteristicas sdo fortemente influenciadas pela técnica de processamento
adotada. Cada método, na verdade, € mais adequado para produzir uma faixa especifica de
tamanho e distribuicdo de poros, interconectividade e porosidade total, além da espessura e
orientacdo do suporte. A Tabela 1 resume as principais vantagens e desvantagens dos principais

métodos de obtencdo de scaffolds.
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Tabela 1 — Preparacéo de scaffold de bioceramicas (ROY; BANDYOPADHYAY; BOSE, 2017).

Método

Processo

Vantagens

Desvantagens

Espuma
(gas foaming)

Impresséo 3D

Evaporacéo do
solvente (solvente
casting)

Molde de
sacrificio

Freeze casting

Esferas de
polimero

Um agente formador de
gas in situ é misturado
Com uma suspensao
estavel de particulas em
uma geometria
predefinida. O gas que
sai da reacao permite a
formagao de poros no
andaime

Impressao a partir do pé
usando uma impressora
3D

Mistura de ceramica em
p6 com solvente para
formar pasta grossa,
sinterizacdo a alta
temperatura para obter
andaime poroso

Uma espuma de
polimero € revestida
com suspensao de
particulas de
bioceramicas e
sinterizada no suporte

Congelamento de pasta
ceramica com
dispersante e ligante.
Sinterizacdo de pasta
congelada a alta
temperatura.
Sinterizagéo de
ceramicas em p6 com
esferas de polimero a
alta temperatura.

Processo barato, boa
técnica para preparar
amostras grandes

Geometria complexa
do andaime, tamanho
controlado do poro,
poros com
interconectividade
elevada, elevada
resisténcia a
compressao.

Processo simples,
barato, controle sobre
o0 tamanho dos poros

Processo simples,
barato, bom controle
sobre a conectividade
dos poros

Alta resisténcia
mecanica

Processo simples,
barato

Processo complexo,
propriedades
mecanicas fracas.
Controle deficiente
sobre o tamanho dos
poros e sua
distribuicdo.

Custo elevado

Pds-processamento
complexo

Propriedades
mecanicas pobres

Presenca de porogen
no andaime.

Resisténcia baixa a
compressao

Processo complexo,

Pouco controle sobre a
geometria e
distribuicao dos poros

Pouca resisténcia e
controle sobre a
distribuicdo dos poros,
geometria simples

Mbarki et al. (2017) produziram bioceramicas macroporosas de HAp sintética utilizando

gelatina expandida em &gua para a formagdo controlada dos poros em blocos ceramicos. O

polimero de gelatina atuou como agente aglutinante, porégeno e como um gel de retracdo lenta

para formar macroporos em uma ampla gama de porosidades. Os resultados mostraram que a

resisténcia mecanica da amostra € reduzida pela adicdo de pos de gelatina. Além disso, o fato

de reduzir a resisténcia & compressao € devido a grande formacg&o de poros durante o tratamento
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térmico. No entanto, a alta porosidade obtida (70%) é considerada adequada para células de
osteoblastos humanos.

Ofudje et al. (2018) sintetizaram p6 de HAp a partir de residuos de ossos de porco
através da decomposicdo térmica a diferentes temperaturas de calcinagdo. Bicarbonato de
amonio foi empregado como agente formador de poros para o andaime de HAp, fabricado
através da sinterizacdo de pellets HAp-bicarbonato de aménio, formado por compressdao em
diferentes pressdes. Andaimes de HAp com porosidade de 55%, minimo valor para que exista
a conectividade direta entre os macroporos, foram fabricados a uma presséo de compactacgéo de
50 MPa e apresentaram diametro de poro na faixa de 10—15 pm.

3.2. Escamas de pirarucu (Arapaima gigas)

O pirarucu € um dos maiores peixes de agua doce do mundo, atingindo um comprimento
de cerca de 2 - 2,5 m e uma massa superior a 150 kg (LIN et al., 2011). O peixe é nativo da
regido Amazonica e possui um aspecto pré-historico. Contudo, é apreciado por possuir filé
ausente de espinhas, com cor clara e sabor suave, sendo também conhecido por suas grandes
escamas resistentes que sdo usadas em artesanatos e souvenirs.

Os pirarucus vivem principalmente em lagos sazonais na bacia Amazonica, habitados
por mais de 30 espécies de piranhas. Entre estas, 0 maior predador do pirarucu é a piranha
vermelha (Pygocentrus natteri). A medida que as 4guas dos rios recuam durante a estagdo seca,
tanto os pirarucus como as piranhas ficam presos nos lagos e estas acabam atacando todas as
aves, mamiferos, répteis (exceto jacarés) ou peixes. Nessa circunstancia, as escamas do pirarucu
servem como uma protecdo do peixe, semelhante a uma armadura contra o ataque das piranhas
(MEYERS et al., 2012).

As escamas sdo 0s elementos esqueléticos que cobrem e protegem a pele dos peixes. A
maioria das escamas apresentam composi¢do similar, constituidas de fibrilas de colageno tipo
| (componente organico) e hidroxiapatita deficiente em calcio (componente mineral) (TORRES

et al., 2008), como apresentado no esquema da Figura 2.
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Figura 2 — Estrutura das escamas de pirarucu.

-w X A 4 I Camada externa mineralizada
| ~0,5mm
Camada interna de fibras de
colageno —

-

Fibrilasde [ .

colageno T
~200 nm de
diametro

Fonte: adaptado de Sherman et al. (2017).

As fibrilas de colageno formam diferentes arquiteturas, semelhantes a madeira
compensada, com camadas compactadas e reforcadas com uma fase mineral de hidroxiapatita
(TORRES et al., 2008; YANG et al., 2014).

A parte exterior da escama, conhecida como camada externa, estd normalmente em
contato com a 4gua e tem uma textura rugosa, enquanto a parte interna € lisa. A camada externa
é altamente mineralizada, enquanto a camada interna tem diferentes orientacfes de fibrilas de

colageno dispostas em lamelas, com apresentado na Figura 3.



25

Figura 3 — (a) Micrografias das camadas interna e externa da escama de pirarucu; (b) Imagem de
microscopia eletronica de transmissdo da camada externa altamente mineralizada (barra de escala 100

Fonte: (a) adaptado de Torres et al. (2008); (b) adaptado de Arola et al. (2018).

Diversos estudos recentes na literatura avaliaram o piracuru em relagéo a trés principais
aspectos: (1) nutricdo e criacdo (LIMA et al., 2017; LUXINGER et al., 2018; MATTOS et al.,
2016); (2) processamento (HERNANDEZ et al., 2017; MARTINS et al., 2015); e (3)
composicao, estrutura e propriedades mecénicas das escamas (AROLA et al., 2018, TORRES
et al., 2015, YANG et al., 2014; MEYERS et al, 2012; LIN et al. 2011 TORRES et al., 2008).
Contudo, a utilizacdo das escamas do pirarucu com matéria-prima visando a aplicacdo nao foi

ainda reportada na literatura, até o presente momento.
3.3. Hidroxiapatita (HAp)

A HAp {Ca10[PO4]s(OH).} é uma bioceramica mineral, constituida de fosfatos de calcio
complexos, compreendendo o elemento estrutural principal dos o0ssos de vertebrados. Por isso,
essa bioceramica apresenta larga aplicacdo na area biomédica, como um material substituto
0sse0 em ortopedia e odontologia, devido as suas excelentes propriedades de

biocompatibilidade, bioatividade e osteoconducdo (GUO et al., 2014).
3.3.1. Estrutura da HAp

A HAp pertence a uma grande familia de compostos isomorficos e € uma das formas mais
comuns de fosfato de calcio. A hidroxiapatita cristaliza em um sistema hexagonal, com sistema
pertence ao grupo espacial P6 3/m, com simetria rotacional hexagonal e plano de reflexéo,

mostrado na Figura 4.
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Figura 4 — Célula unitaria de HAp, vista ao longo do eixo c.

Fonte: http://molview.org/.

Os parametros de rede da célula unitaria da HAp séo: a = 0,9422 nm; eixo ¢ = 0,688 nm
(NARWADE; KHAIMAR, 2017). A estrutura da HAp é formada por um arranjo tetraédrico de
fosfato (PO4*), que constitui o esqueleto da célula unitéria. A célula unitaria de HAp com 44
atomos por célula unitaria é composta de grupos ionicos Ca?*, PO4*~ e OH™ dispostos juntos na
forma hexagonal (TOMAS; BALAKRISHNAN; SREEKALA, 2018).

3.3.2. Sintese de HAp
3.3.2.1.Método de precipitacdo Umida

O meétodo de co-precipitacdo é pratico e comumente utilizado na preparacdo de HAp.
Esse é um processo quimico, consistindo em uma reagdo envolvendo uma fonte de PO4* e uma
fonte de célcio, na presenca de outros aditivos (ex., base ou &cido) (FIHRI et al., 2017). Reacdes
Umidas apresentam vantagens no controle da morfologia e do tamanho médio dos cristalitos,
sendo a técnica mais promissora para a fabricacdo de HAp nanométricas (TOMAS;
BALAKRISHNAN; SREEKALA, 2018).

3.3.2.2.Método sol-gel

A técnica sol-gel € um método de mineralizacdo a partir de precursores em uma solucao,
preferencialmente componentes organometalicos. Esse método de sintese de HAp porosa
ocorre sob condi¢des quimicas suaves, com temperaturas menores do que as empregadas em
rotas sintéticas convencionais. Este método apresenta obstaculos: (i) o alto custo; (ii) o controle
do processo delicado, levando a um processo demorado (FIHRI et al., 2017). O método envolve

a hidrolise dos precursores e a formacdo de micelas em torno de moldes em uma fase aquosa
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ou organica, seguida pela policondensacdo dessas espécies através da formacgdo de uma rede
inorgéanica 3D (CHEN et al., 2011).

3.3.2.3.Métodos hidrotérmicos

O método hidrotérmico é frequentemente usado para preparar HAp com boa
cristalinidade e tamanho, e forma homogénea. A sintese hidrotérmica também pode ser
considerada como uma precipitacdo quimica, na qual a etapa de envelhecimento é conduzida
em alta temperatura, tipicamente acima do ponto de ebuli¢do da agua, dentro de uma autoclave
ou vaso de pressdao (TOMAS; BALAKRISHNAN; SREEKALA, 2018).

3.3.2.4.0utros métodos
Outros métodos de obtencéo sintética de HAp também estédo reportados na literatura:

e Emulséo: o processo de emulsdo é considerado mais eficiente, simples e adequado
para produzir um pé de HAp nano-estruturado, permitindo o controle preciso da
morfologia e distribuicdo do tamanho de grdo. Nitrato de célcio e acido fosférico
séo usados como precursores na maioria dos casos. Além disso, 0 meio reacional €
composto por solventes organicos, agua e tensoativo para preparar a emulsdo
(SAHA et al., 2009).

e Microondas: Métodos assistidos por microondas produz HAp com rendimento
aumentado de po, perfeitamente cristalino, homogéneo em termos de tamanho,
porosidade e morfologia (FARZADI et al., 2011). A ativacdo resulta de duas
contribuicdes: i) uma origem puramente térmica, resultando em agitacdo molecular
que ¢ causada pela inversdo do dipolo com as alternacdes extremamente rapidas do
campo elétrico, e ii) uma origem eletrostatica, envolvendo interac6es como dipolo-
dipolo entre as moléculas polares e o campo elétrico. Isto tem um efeito direto na
cinética da diminuicdo da energia de ativacdo (TOMAS; BALAKRISHNAN;
SREEKALA, 2018).

3.3.3. Obtencdo de HAp a partir de fontes naturais

Uma alternativa as rotas sintéticas para producdo de hidroxiapatita é a utilizacdo de
fontes naturais, principalmente residuos. A HAp natural tem sido extraida de varios bio-
residuos, incluindo conchas do mar (DHANARAJ; SURESH, 2018), 0ss0s suinos e bovinos
(OFUDJE et al., 2018; BRZEZINSKA-MIECZNIK et al., 2015), 0ssos e escamas de peixe
(PON-ON et al., 2016; SHI et al., 2018; YAMAMURA et al., 2018).
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3.3.4. Propriedades e aplicagoes

A HAp apresenta propriedades que conferem a essa bioceramica um potencial de
utilizacdo em uma gama de aplicagoes:

Q) fabricacdo de produtos biomédicos, tais como, implantes dentéarios, na
reconstrucdo maxilofacial e revestimento de proteses ortopédicas, dentarias e
maxilares (TOMAS; BALAKRISHNAN; SREEKALA, 2018);

(i) purificacdo da &gua (HE et al., 2016; 2017) e tratamento de efluentes (HARJA;
CIOBANU, 2018; OUBAGHA et al., 2017);

(iif)  reacBes quimicas envolvendo catélise heterogénea (FIHRI et al., 2017; SAHA;
YADAYV, SENGUPTA, 2018).

As principais propriedades apresentadas pela HAp séo a biocompatibilidade (SUN et
al., 2017), ndo toxicidade (JIAO et al., 2017), inércia quimica (CUI et al., 2016) e capacidade
de troca idnica (NARWARDE et al., 2014), sendo a alta porosidade uma propriedade chave
para a HAp nos diversos campos de aplicacdo (MBARKI et al., 2017). O carbonato ¢ facilmente
sorvido pelo HAp sintético e participa da estrutura da apatita bioldgica, substituindo o PO+~ e
0 OH". Essa substituicdo causa importantes alteragdes no volume de células unitarias de apatita,
morfologia do cristal, solubilidade, estabilidade térmica e bioatividade (MOSTAFA, 2005).

3.4. HAp extraida de escamas de peixe

Diversos estudos vém sendo desenvolvidos nos Gltimos anos visando o0 aproveitamento
das escamas de peixe, tanto para a obtencdo do colageno (BHAGWAT; DANDGE, 2016;
WANG et al., 2017), quanto da hidroxiapatita. A Tabela 2 lista os principais estudos realizados
com hidroxiapatita natural, oriunda de escamas de peixe.

Como pode ser observado, desde de 2011 até o momento, houve uma continuidade nas
publicacbes em extracdo, caracterizacdo e aplicacdo de hidroxiapatita derivada de escamas de
peixe. As pesquisas foram desenvolvidas majoritariamente por paises da Asia: Japdo (11,1%):
Tailandia (27,8%); india (44,4%); Taiwan (5,5%); e China, Paquistdo e Malésia (5,5%).



Tabela 2 — Estudos envolvendo extracdo de HAp a partir de escamas de peixe.

Espécie de Peixe

Produto

Area de aplicacio

Referéncia (Pais)

Tilapia
(Oreochromis sp.)

Ndo mencionado

Ndo mencionado

Probarbus jullieni

Catla (Catla catla)
N&ao mencionado

Né&o mencionado

Perca-gigante
(Lates calcarifer)

Carpa rohu (Labeo
rohita) e Catla
(Catla catla)
Tilapia
(Oreochromis
mossambicus)

Carpa
(Cyprinidae)

Probarbus jullieni
N&o mencionado

Carpa rohu

(Labeo rohita) e
Catla (Catla catla)

Sardinha (Sardina
pilchardus)

Tilapia

(Tilapia nilotica)
Carpa rohu
(Labeo rohita)

Tilapia
(Oreochromis sp.)

Nanoestruturas
hibridas de Au/HAp

HAp nanoestruturadas

Espuma de amido
preenchida com pé de
HAp

Scaffold de
biocompésito de HAp
carregada de ions
minerais/Acido
Polilatico/Quitosana
P6 de HAp
Biocompdsito de
Acido Polilatico
preenchido com HAp

Biofilme de Acido
Polilatico reforcado
com HAp
Bioplastico a base de
gluten de trigo e HAp

Scaffold de HAp
(“andaime” 6sse0)

Scaffold de HAp

Pé de HAp

Scaffold de HAp
Disco compacto de

HAp
Scaffold de HAp

P6 de HAp e p6 de
cloroapatita
Nano p6 de HAp

Catalisador de HAp

P6 de HAp

Reparo e regeneracao do
tecido 6sseo, aumento da
compatibilidade sanguinea e
imunosensores.

Aplicacdes biomédicas

Enchimento de compositos
poliméricos para melhoria
de propriedades

Enxerto 6sseo

Aplicacdes biomédicas
Reparacdo 0ssea

Acessorios de vedacdo ou
bloqueio para fixacéo de
dispositivos de fixacdo
Bioplastico

Enxerto 6sseo

Enxerto ésseo

AplicagBes biomédicas

Enxerto 6sseo
Reparagdo 6ssea

Enxerto ésseo

Aplicagdes biomédicas

Tratamento de efluentes
aquosos: remocdo de selénio

Catalisador para a sintese de
Biodiesel

Fabricacdo de 0ssos
artificiais

CHAI; NISHIKAWA,;
TAGAYA, 2018. (Japdo)

CHAI; TAGAYA, 2018.
(Japéo)
CHIARATHANAKRIT;
RIYAJAN; KAEWTATIP,
2018. (Tailandia)
PON-ON et al., 2018.
(Tailéndia)

PAUL et al., 2017. (india)

PRASAD et al., 2017a.
(India)

PRASAD et al., 2017b.
(India)

THAMMAHIWES;
RIYAJAN; KAEWTATIP,
2017. (Tailandia)

MONDAL et al., 2016.
(India)

MONDAL; PAL; DEY,
2016. (India)

MUHAMMAD et al.,
2016. (China, Paquistao,
Malasia)

PON-ON et al., 2016.
(Tailandia)

PRASAD et al., 2015.
(India)

PANDA;  PRAMANIK;
SUKLA, 2014. (India)

PICCIRILO et al., 2014.
(Portugal)

KONGSRI et al., 2013.
(Tailandia)

CHAKRABORTY;
BEPARI; BANERJEE,
2011. (India)
HUANG; HSIAO;
CHAL, 2011. (Taiwan)

Fonte: Autora.
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Grande parte dessas pesquisas concentra-se no desenvolvimento de biomateriais para
aplicagdes biomédicas, incluindo enxertos 6sseos, reparacdo 0ssea, 0ssos artificiais, reparo e
regeneracdo de tecido dsseo, acessorios de vedacdo e bloqueio de dispositivos de fixacdo
interna. Outras aplicagdes incluem a producdo de bioplasticos, utilizagdo em compositos
poliméricos, tratamento de efluentes aquosos e catalise para sintese de biocombustivel.

As publicagfes nacionais séo escassas, sendo encontradas na literatura os trabalhos
desenvolvidos por:

Q) Santos et al. (2009), trabalho publicado em periédico nacional, no tema de
caracterizacdo de escamas do peixe piau (Leporinus elongatus) e sua aplicagédo
na remocao de Cu (I1);

(i) Silva, Machado e Motisuke (2016), resumo publicado em anais de congresso, no
tema de extracdo e caracterizacdo de hidroxiapatita a partir de escamas de

Arapaima gigas.
3.4.1. Métodos de extracdo de HAp de escamas de peixe

A Tabela 3 apresenta os tipos de tratamentos empregados na extracdo de HAp de
escamas para aplicacbes biomédicas, os quais foram utilizados nos estudos presentes na
literatura.

O emprego de um pré-tratamento tem por objetivo desproteinizar (remoc¢do do
coladgeno) as escamas. A imersédo das escamas em uma solucéo de HCI, seguida de neutralizacéo
com uma solucdo NaOH foi o mais utilizado nos estudos. Contudo, houve ainda o uso de
enzimas, acido acético, fervura ou somente lavagem com agua. A preservacgéo das escamas ap0s
0 pré-tratamento foi realizada por secagem, em temperatura desde a temperatura ambiente até
60 °C. Na maioria dos casos, ap0s a etapa de pré-tratamento, as escamas foram calcinadas em
temperaturas entre 200 e 1200°C, visando a eliminacdo da matéria organica presente e
compostos volateis. Outros, ndo realizaram nenhum tipo de tratamento adicional ao pré-
tratamento. Alguns estudos empregaram um tratamento quimico, seguido ou ndo de calcinacdo,

para enriquecer as escamas em célcio ou no intuito de formar mais HAp na estrutura da escama



Tabela 3 — Métodos utilizados na extracdo de HAp a partir de escamas de peixe.

No. Espécie de Peixe Pré-tratamento  Tratamento Referéncia
térmico/quimico
1 Tilapia 1 N NaOH, 12h Agua, 120 mM NayPOy4, 5 CHAL;
(Oreochromis sp.) min, 200 mM CaCl,, 5min ~ NISHIKAWA;
Tampdo Tris base, secagem  TAGAYA, 2018.
60 °C
2 N&ao mencionado - Agua, 120 mM NayPQy4, 5 CHAI; TAGAYA,
min, 200 mM CaCl,, 5 min  2018.
Tampdo Tris base, secagem
60 °C, Calcinacdo: 250 e
550 °C
3 Probarbus jullieni  HCI 4%, NaOH - PON-ON et al.,
(neutralizac&o), 2018.
fervura a 100 °C
4 Catla (Catla catla)  Fervura 20 — 25 Calcinacéo: 200, 400, 800, PAUL et al., 2017.
min, secagem 60 1000, 1200°C, 1 h
°C
5 N&o mencionado HCI, NaOH, Calcinacéo: 1150 °C, 3 h PRASAD et al.,
secagem 50 °C 2017a.
6 N&o mencionado HCI, NaOH, Calcinacdo: 1150 °C, 3h PRASAD et al.,
secagem 50 °C 2017b.
7 Carpa rohu 1 N HClI, &cido Calcinacdo: 1000 °C MONDAL et al.,
(Labeo rohita) e acetico, secagem 2016.
Catla (Catla catla) 60 °C
8 Tilapia 1 N NaOH, Calcinacdo: 1200 °C, 2 h MONDAL,; PAL,;
(Oreochromis secagem 50 °C DEY, 2016.
mossambicus)
9 Carpa (Cyprinidae) butyl-3- - MUHAMMAD et
methylimidazolium al., 2016.
acetate, 100 °C, 0,5
M NaOH, 2 M
NaCl, 0,5 M HClI,
0,5 M NaOH
10  Probarbus jullieni  HCI 4%, NaOH - PON-ON et al.,
(neutralizacdo), 2016.
fervuraa 100 °C
11  N&o mencionado HCI, NaOH Calcinacdo: 1150 °C, 3 h PRASAD et al.,
secagem 50 °C 2015.
12 Carparohu INHCI 1IN Solugdo de CaClyH;0, 75 PANDA;
(Labeo rohita) e NaOH, secagema  °C PRAMANIK;
Catla (Catla catla) 60 °C Calcinacéo: 800°C, 1 h SUKLA, 2014.
13  Sardinha (Sardina  Lavagem com &gua  Calcinacdo: 700 °C PICCIRILO et al.,
pilchardus) e secagem a 40 °C 2014.
14 Tilapia Hidrolise - HUANG; HSIAO;
(Oreochromis sp.)  enzimética: 1% CHAI, 2011.

protease N, 2,5 h;
0,5% flavourzyme,
0,5h

Fonte: Autora.
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3.4.2. HAp de escamas de peixe para aplicacdes biomédicas

Huang, Hsiao e Chai (2011) analisaram a hidroxiapatita extraida das escamas de tilapia
(Oreochromis sp.) por hidrélise enzimatica. Os resultados indicaram que a particulas HAp
apresentavam dimensfes nanométricas com razdo Ca/P de 1,76. ApOs a sinterizacdo as
particulas apresentaram maior porosidade e rugosidade superficial. A influéncia das particulas
de HAp, sintéticas e extraidas das escamas peixe, na proliferacdo e diferenciacdo osteogénica
das células MG63 também foi investigada. O desempenho apresentado pela HAp de escama foi
melhor que a HAp sintética, promovendo um aumento significativo do crescimento de MG63,
diferenciacdo osteogénica e mineralizacdo das células. Este estudo confirmou que a HAP
extraida de escamas de peixe por hidrdlise enzimatica € um biomaterial promissor para a
fabricagéo de ossos artificiais.

Piccirilo et al. (2014) compararam 0 uso de escamas de sardinha europeia (Sardina
pilchardus) aos seus 0ssos na producdo de hidroxiapatita. O processamento térmico dos 0ssos
formou uma mistura de HAp e B-trifosfato de calcio (B-Cas(POs)2, B-TCP), com maior
quantidade de B-TCP com o aumento da temperatura. Este material bifasico tem um alto valor
agregado, pois € empregado como bioceramicas. O HAp tem boa biocompatibilidade, enquanto
o B-TCP tem melhor capacidade de reabsorcdo do que o HAp, apesar de ser menos
biocompativel. Com as escamas foram produzidos HAp e cloroapatita (Caio(POa4)sClz, CIAp).

Panda, Pramanik e Sukla (2014) preparam e caracterizaram as HAps extraidas de
escamas de Carpa rohu (Labeo rohita) e Catla (Catla catla) e sinterizadas com solucéo de fluido
corporal sintético (FCS). A anélises indicaram que a rota sintética formou HAp submicro com
Ca/P de 1,62 e 1,71 para HAp de escama e a HAp sintética, respectivamente. O crescimento e
a proliferacdo de células sobre o scaffold de HAp foram observados com o aumento do tempo.
A forma e o tamanho das células-tronco mesenquimais, apos 3 dias mostraram uma transicéo
da forma arredondada para a forma alongada e achatada, expressando seu comportamento de
propagacdo. Estes resultados confirmam que os biomateriais HAp da escama do peixe e
sintetizada com FCS sdo fisicamente e quimicamente equivalentes.

Prasad et al. (2015) realizaram testes de raspagem em discos elaborados com HAp
extraida de escamas de peixe através de tratamento quimico seguido de calcinacdo. Os
resultados mostraram que: a medida que a carga aumentou, o rompimento de grdos de HAp foi
observado; a rugosidade média da superficie aumentou gradualmente com a carga; com o

aumento da velocidade de raspagem, a profundidade e largura do arranh&o diminui.
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Pon-On et al. (2016) avaliaram a bioatividade de hidroxiapatita derivada das escamas
de Probarbus jullieni. O teste de bioatividade mostrou que o HAp produzida forma mais apatita
em FCS e promoveu uma maior adesao celular na superficie do que o HAp sintética.

Muhammad et al. (2016) extrairam quimicamente a HAp a partir de escamas de Carpa
(Cyprinidae). O rendimento alcancado desse processo foi de 32 + 2%. As HAp apresentaram
diferentes morfologias, com particulas de 1870 nm de tamanho médio, area superficial 37,38
m? g%, volume de poros 0,09 cm® g%, 9,97 nm de tamanho dos poros, Ca/P de 1,60 e
biocompatibilidade.

Mondal, Pal e Dey (2016) e Mondal et al. (2016) avancaram nos estudos de aplicagéo,
produzindo com HAp uma estrutura semelhante aos tecidos dsseos, o scaffold (“andaime™),
atraves das técnicas gel casting e evaporagdo do solvente (solvent casting), respectivamente.
Em ambas as pesquisas, o scaffold de HAp foi implantado no fémur de um coelho albino
modelo. Mondal, Pal e Dey (2016) sintetizaram a HAp pela decomposi¢édo térmica de escamas
de tilapia (Oreochromis mossambicus), enquanto Mondal et al. (2016) utilizaram escamas de
carpa rohu (Labeo rohita) e catla (Catla catla), ambas tratadas quimicamente. Os scaffolds
projetados imitaram com sucesso 0 sistema 0sseo esponjoso/cortical em termos de estrutura,
porosidade, resisténcia mecanica e exibiram excelente comportamento bioativo. Os testes in
vitro e in vivo sugerem que estes enxertos de HAp ndo toxicos sejam enxertados como suporte
osteocondutor, facilitando o crescimento de novas células na superficie desenvolvida do
scaffold. Os enxertos tém um grande potencial para aplicacdo como substituto de aumento de
tecido traumatizado.

Prasad et al. (2017a.; 2017b) prepararam um biocompdsito com preenchimento de
hidroxiapatita na matriz de &cido polilatico (PLA) PLA/HAp. As propriedades microestruturais,
mecénicas e térmicas foram avaliadas. A bioatividade foi testada no in vitro usando fluido
corporal simulado (FCS). A partir destes estudos, observou-se que os biocompdsitos foram
obtidos com sucesso e podem ser usados como acessorios de vedacdo ou travamento durante a
fixacdo de dispositivos de fixacdo interna para aplicacdes biomédicas, ou ainda para reparo
6sseo. Pon-On et al. (2018) também produziram um biocompasito, extraindo a HAp de escamas
de Probarbus jullieni via tratamento quimico. O biocompédsito, HAp carregada de ions
minerais/Acido Polilatico/Quitosana, foi avaliado como scaffold. Os resultados mostraram uma
maior resisténcia mecanica a compressdo, a habilidade de estimular a adesdo celular e
proliferacdo de células na superficie do scaffold.

Diante dos resultados de varios pesquisadores mostrando que a HAp obtida a partir de

fontes naturais € mais bioativa em comparacéao a sintetizada usando rotas quimicas (AKRAM
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et al., 2014, HUANG; HSIAO; CHAI, 2011; PON-ON et al., 2016), Paul et al. (2017)
investigaram a se a presenca de elementos traco, Mg e Sr, estaria associada ao desempenho de
bioatividade. O p6 de HAp sintetizado por tratamento térmico de escamas de peixe manteve
oligoelementos naturais como magnésio (Mg) e estroncio (Sr) presentes originalmente na
escama de peixe e a concentracdo foi ~ 3,5 vezes mais Mg e ~ 10 vezes mais ions Sr em
comparacdo com a HAp quimicamente sintetizada em pd. O tamanho de cristalito observado
foi menor para a HAp derivada de escama, a qual demonstrou através dos ensaios in vitro de
citotoxicidade que ndo sdo toxicas.

Chai e Tagaya (2018) utilizaram a prépria estrutura da escama de peixe para promover
a formacdo de hidroxiapatita nanoestruturada (HAp). Nesse processo, 0s ions célcio e fosfato
foram acumulados nas escamas pelo processo de imersdo. Procedimento semelhante ao
realizado por Chai, Nishikawa e Tagaya (2018). A disposi¢do das nanoparticulas de HAp
produzidas nas camadas internas da placa fibrilar ocorreu em uma diregéo especifica, revelando
que o crescimento do cristal ocorreu junto as fibras de colageno, resultando na formacao de
estruturas porosas. Assim, o arranjo de fibras de coladgeno dentro das escamas foi capaz de
formar efetivamente as nanoestruturas de HAp.

Como observado, os estudos mais recentes envolvendo HAp derivada de escamas de
peixe mostram que esses recursos naturais sao uma boa fonte de HAp, sendo utilizados para
preparar HAp com diferentes propriedades fisicas e quimicas, como pode ser visto na Tabela
4. Essas pesquisas tém focado, principalmente, no desenvolvimento de biocompdsitos,
nanoestruturas de HAp e na avaliacdo do desempenho de scaffolds produzidos com HAp para
a area biomédica.

Dessa maneira, a partir da revisao bibliografica realizada, percebe-se a existéncia de
poucos estudos no tema deste trabalho, concentrados principalmente na extracdo e
caracterizacdo da HAp da escama do pirarucu. Portanto, devido ao grande potencial de
utilizacdo desse residuo, transformado em biomaterial para aplicacdo na engenharia de tecidos,
ha a necessidade de desenvolvimento de mais estudos sobre o processo de extracdo de HAp
presente nas escamas desse peixe, bem como sobre a elaboracdo de bioceramicas porosas

(scaffols) a partir da HAp extraida.
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Tabela 4 - Resumo das propriedades da HAp derivada de escamas de peixe.

No. Razdo Tamanho de Forma Fase Elementos  Referéncia
Ca/P particula secundaria traco
1 1,95 nm - - - CHAI;
NISHIKAWA;
TAGAYA, 2018.
2 1,90-2,00 16-120nm Irregular/ - Si, Na, Mg, CHAI; TAGAYA,
tipo placa S, Cl 2018.
3 - nm Bastdes - Na, K, Cl, PON-ON etal.,
Mg 2018.
4 1,71 Sub-micro/ 12- Irregular B-TCP Na, Mg, Sr PAUL et al.,
45 nm 2017.
(cristalito)
5 - 2-4 um = = - PRASAD et al.,
2017a.
6 1,62 1367 nm Diversa - - PRASAD et al.,
2017b.
7 1,71 76,62 nm Diversa - - MONDAL et al.,
(cristalito) 2016.
8 1,61 182 nm/ 78,3 Quase esférica - - MONDAL,; PAL;
nm (cristalito) DEY, 2016.
9 1,60 1050-2900 nm Diversa CaCOs - MUHAMMAD et
CaO al., 2016.
10 2,01 ~50 nm/15-20 Bastdes/ - - PON-ON et al.,
nm x 100 nm Placas planas 2016.
11 - - Irregular - - PRASAD et al.,
2015.
12 1,62-1,71 507nm/76,62 - - - PANDA,;
nm (cristalito) PRAMANIK;
SUKLA, 2014.
13 1,19-202 <100nm-1um  Hexagonal B-TCP, F PICCIRILO et al.,
Clorapatita, 2014.
NacCl
14 1,76/1,78 719,8 nm Alongada - - HUANG; HSIAO;
CHAI, 2011.

3.5. Técnicas de caracteriza¢dao dos materiais

3.5.1. Analise térmica

Fonte: Autora.

A andlise térmica da escama foi feita por termogravimetria (TG), calorimetria

exploratéria diferencial (DSC) e termogravimetria derivada (DTG). Na analise TG, a massa de

uma amostra em uma atmosfera controlada é registrada continuamente como uma funcdo da

temperatura ou do tempo a medida que a temperatura da amostra aumenta. Assim, tem-se como

resultado um termograma ou curva de decomposi¢do térmica que é um grafico da massa ou o
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percentual da massa em funcéo do tempo. DSC) que compreende a medida de energia fornecida
a substancia e ao material de referéncia (inerte termicamente), que aumenta a temperatura em
que a amostra e a referéncia estao submetidas, identificando assim a ocorréncia de mudangas
fisicas ou quimicas, em que ha liberagao ou absorgao de calor (PEREIRA, 2013). ADTG é a
derivada massa em relacdo ao tempo (dm/dt), registrada em funcao da temperatura ou do tempo.

Em outras palavras, a DTG é a derivada primeira da TG.
3.5.2. Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier (FT-IR)

A Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier fornece evidéncias
da presenca de grupos funcionais presentes na estrutura de substancias. Para realizar as
medidas, a radiacdo no infravermelho passa através da amostra e é comparada com aquela
transmitida na auséncia de amostra. O espectrofotdmetro registra o resultado na forma de
bandas de absorcdo, que corresponde as frequéncias de ligagdes dos &tomos que compde o
material (OLIVEIRA et al., 2010)

3.5.3. Difracéo de raios-X

A estrutura dos materiais sélidos resulta da natureza de suas ligagdes quimicas, que
define a distribuicdo espacial de seus &tomos, ions ou moléculas. A maior parte dos materiais
aplicados na engenharia exibe um arranjo geometrico de seus atomos bem definido,
constituindo sua estrutura cristalina.

O método de difracdo de raios-X € uma das principais técnicas para identificacdo de
fases cristalinas, distin¢do entre estados cristalinos e amorfos, identificacdo de solugdes solidas,
analise de microestrutura etc. (CULLITY; STOCK, 2014). Os raios-X sdo suficientemente
energéticos para penetrarem nos solidos. Logo sdo apropriados para investigarem sua estrutura
interna. O processo de difracdo de raios-X é o espalhamento elastico dos fotons desta radiacéo

pelos atomos do material analisado que estdo dispostos na rede cristalina.
3.5.3.1. Método de Rietveld

O método de Rietveld ¢ um modelo matematico utilizado para refinar os parametros de
rede da célula unitaria, posicdo atbmica, determinar o tamanho de cristalito, microdeformacéo,
determinacdo de estruturas cristalinas, indexacdo de fases cristalinas e orientacdo preferencial
(RIETVELD, 1969).

O refinamento consiste em fazer comparagdes do perfil real de uma amostra com
espectros tedricos calculados a partir de misturas hipotéticas de fases. Os valores sdo ajustados

empregando-se 0 método dos minimos quadrados até se conseguir a melhor concordancia
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possivel do padrdo experimental com o calculado, tendo como resultado a representacdo da
estrutura cristalina do material analisado ou a melhor representacdo da mesma (PAIVA-
SANTOS, 2001). Neste trabalho, o programa utilizado para aplicacdo do método de Rietveld
chama-se GSAS (General Structure Analysis System) e pode ser adquirido gratuitamente no

site http://www.ccpl4.ac.uk/.

3.5.3.2. Equacao de Scherrer
A equacdo de Scherrer, utilizada para o célculo de tamanho de cristalito (D), é expressa

pela Equacdo 2 (OLIVEIRA, 2005).

0912
~ Bucos(8)

Onde B € constante de Scherrer ou constante de proporcionalidade, a qual depende da

(2)

forma do cristal e distribuicdo de tamanhos; B € a largura a meia altura do pico de difragédo

(FWHM); A é o comprimento de onda da radiagdo eletromagnética; 6 é o angulo de difracéo.

A constante de proporcionalidade K é uma fungdo da forma geométrica da particula,
podendo atingir valores entre 0,84 e 0,89, dependendo da geometria dos cristalitos. No caso em
gue a geometria dos mesmos ndo e conhecida, admite-se que seja esférica, com valor de 0,91
(OLIVEIRA, 2005).

3.5.3.3. Indices de avalia¢do da qualidade do refinamento

A qualidade do refinamento pode ser verificada através de indicadores estatisticos
numéricos, que sao utilizados durante e apds ao processo para aferir se o refinamento esta
aceitavel. Os refinamentos realizados no software GSAS devem ser acompanhados pelos
indices de confiabilidade, para julgar a qualidade dos mesmos, dentre eles, 0 Rwp e 0 x2 O
Rwp ¢ o indice que deve ser ponderado para verificar se o refinamento esta convergindo, se o
valor de Rwp esta diminuindo, entdao o refinamento esta sendo bem-sucedido, refinamentos
bons fornecem valores de Rwp na ordem de 2 a 20%. O x 2 esta relacionado a qualidade do
ajuste entre o difratograma calculado e o observado. Espera-se que seu valor seja equivalente a

1,0 em um refinamento perfeito, sendo que na pratica valores em torno de 5,0 caracterizam
refinamentos confiaveis (PAIVA-SANTOS, 2001).


http://www.ccp14.ac.uk/
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3.5.4. Microscopia eletronica de varredura (MEV) e Espectrometria de Raios-X por Disperséo
de Energia (EDS).

A Microscopia eletrdnica de varredura (MEV) € uma técnica de caracterizagdo onde um
feixe de elétrons varre a superficie da amostra e sua interacdo com o material analisado gera
diversos tipos de sinal que sdo utilizados para a formacao de imagens ou analise da composicdo
da amostra, podendo fornecer informagdes referentes & morfologia e topografia (DEDAVID;
GOMES; MACHADO, 2007).

A técnica possibilita investigar a superficie de amostras com magnificacbes da ordem
de centenas de milhares de vezes. Além disso, alguns MEV’s permitem a realizacdo de
microanalises por espectroscopia de energia dispersiva (EDS), que possibilita a identificacdo e

mapeamento dos elementos quimicos presentes no material, onde constatasse a razéo Ca/P.
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4. MATERIAIS E METODOS

Este capitulo apresenta os ensaios experimentais realizados neste estudo, incluindo os
materiais e equipamentos utilizados. A metodologia deste trabalho consolidou-se em duas
etapas principais, a extragdo da hidroxiapatita a partir da escama de pirarucu e obtencéo de
bioceramica porosa (scaffold).

As escamas de Pirarucu (Arapaima gigas) foram obtidas através do residuo do peixe da
Feira da Panair, instalada no municipio de Manaus.

4.1. Extracdo de hidroxiapatita da escama de peixe

A metodologia de extracdo de HAp seguiu as etapas esquematizadas no fluxograma
apresentado na Figura 6. Conforme esquematizado na primeira linha do fluxograma, as escamas
passaram pelo processo de lavagem em agua corrente: foram enxaguadas, seu tecido aderente
foi raspado manualmente, imergidas em agua quente de 15 a 20 min, escorridas, secas em
temperatura ambiente ate massa constante, pesada e destinadas a moagem.

As escamas foram moidas no moinho de facas tipo Willey de motor vertical (macro)
com 6 facas moveis e 6 facas fixas SP-13 SPLabor, peneira de aco inox AlSI 304 com malha
10 Mesh (2 mm). A Figura 5 mostra o aspecto visual das escamas antes e ap0s a moagem. Apos
moida, uma amostra foi analisada por TGA/DSC para avaliar o comportamento de

decomposicao térmica da escama.

Figura 5 — Imagens de escamas de pirarucu: (a) fragmentadas; (b) moidas.

Fonte: Autora.



Figura 6 — Fluxograma das etapas para extracdo de HAp.
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Observando-se a analise térmica, as temperaturas escolhidas para a calcinacdo foram
600, 800 e 1000 °C. Assim, trés amostras foram separadas submetidas a esta etapa, sendo
identificadas como HAp1000, HAp800 e HAp600. A taxa de aquecimento foi de 5° C/min
durante 1 h, sendo realizadas no Forno Mufla da marca FORTELAB modelo MAC 1700/70,
do laboratério de processamento de materiais tecnolégicos (LPMAT), FT-UFAM.

Logo depois de calcinada, a amostra foi macerada em almofariz de agata e passou por
peneiramento, onde foi utilizada a metodologia de andlise granulométrica, onde a distribuicao
estatistica é expressa em funcdo da frequéncia relativa das particulas, adotando o célculo de
didmetro médio de particula de Sauter (CREMASCO, 2014). Os pds obtidos de HAp foram
caracterizados quanto a estrutura, morfologia e composicdo; pelas analises de DRX, FTIR,
MEV-EDS e TGA/DSC, descritas na se¢éo 4.3.

4.2. Obtencao da bioceramica porosa de HAp (scaffolds)

As HAp’s extraidas da escama de pirarucu apds caracterizadas, seguiram para a
preparacdo dos scaffolds. Optou-se por um método mais barato e rapido para a formacdo dos
poros na estrutura da bioceramica, assim o método de decomposicdo térmica de agente
formador de poros foi o escolhido. Utilizou-se o bicarbonato de aménio (BCA), da marca
Sigma-Aldrich® e pureza > 99,0%, como agente de formagéo de poros (Li et al., 2002; Ofudje,
2017). Portanto, para cada amostra de HAp, o scaffold foi produzido misturando diferentes
quantidades de p6 de HAp extraido da escama de peixe, nas proporc¢des de (100, 80, 60, 40 e
20%) para de BCA (0, 20, 40 e 60 e 80%), de acordo com a Tabela 5.

Tabela 5 — Proporcdo HAp e Bicarbonato de Aménio (BCA) para preparacdo dos pellets.

Composto Percentual massico (% m/m)
HAp-EP 100 80 60 40 20
BCA 0 20 40 60 80

Fonte: Autora.

A Figura 7 mostra a sequéncia de etapas da fabricacdo e caracterizacdo da bioceramica.
Os pellets foram fabricados usando prensa hidraulica em diferentes pressées de compactacao,
até se verificar a pressao que melhor se ajustava para a obtencdo de pellets sem fraturas, sendo
testadas as pressdes de 1, 2 e 3 toneladas. Apds a fabricacdo, os pellets foram sinterizados a
1200 °C, com a taxa de aguecimento de 5°C/ min, por 1h em Forno Mufla da marca FORTELAB
modelo MAC 1700/70, do laboratério de processamento de materiais tecnolégicos (LPMAT),
FT-UFAM. Obtidas as bioceramicas, essas passaram pelas analises de caracterizacao fisicas,

quimicas e morfoldgicas, passando também por testes de biocompatibilidade e mecanicos.



Figura 7 — Etapas para a obtencdo e caracterizagdo da bioceramica porosa de HAp
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4.3. Ensaios de caracterizacao
4.3.1. Andlise térmica da escama

Para essa andlise foi utilizada a escama moida. A técnica foi feita no equipamento
SDT Q600 da TA Instruments, sendo realizada pelo LaMAC (Laboratdrio de Materiais da
Amazbnia e Compositos), onde as amostras foram aferidas a uma taxa de aquecimento foi

de 5 °C/min até a temperatura final de 1000 °C, com fluxo de gas N (taxa de 30 mL/min).
4.3.2. Anélise granulométrica

Essa analise foi feita pelo método de peneiramento, onde a base de representacdo da
distribuicdo do tamanho da particula é a massa da particula, mais especificamente pela fracdo
maéssica dentro de um intervalo de tamanho. A distribuicdo estatistica de tamanhos ou
granulometria € expressa, usualmente em funcédo da frequéncia das que particulas que detem
certo diametro, podendo ser expressa em massa. A definicdo de didmetro medio esta ligada

a frequéncia de tamanhos de uma determinada amostra.

O diametro médio da particula foi calculado pela equacdo do diametro medio de
sauter (Dps), equagéo X, utilizada em sistemas particulados, transferéncia de calor e massa,
cinética e catalise (CREMASCO, 2014).

Dps = — 3)

n Axi
i=1pp

Sendo a razdo Axi/ Dp: razao entre a Fracdo Massica e 0 Diametro Médio.
4.3.3. Difracdo de raios X (DRX)

Os p6s de HAp e as bioceramicas obtidas foram caracterizadas por difracdo de raios-
X (DRX) em um difratbmetro modelo Empyrean da marca PANalytical, com
radiacaoCuKal (A=1,5408 A-40kV-30 mA), localizado no Laboratorio de Materiais —
ICE/UFAM. As fases evidenciadas nos difratogramas foram identificadas com o auxiliodo
programa XPert HighScore Plus e a base de dados ICSD (Inorganic crystal structure
database). Para a obtencdo dos parametros de rede e porcentagem de cristalinidade, foi
realizado o refinamento estrutural pelo Método de Rietveld (MR), através do programa
GSAS (General Structure Analysis System). O tamanho médio de cristalito das fases

identificadas foi determinado pela equacgéo de Scherrer.

4.3.4. Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR)
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A Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier fornece evidéncias
da presenca de grupos funcionais presentes na estrutura de substancias. Para realizar as
medidas, a radiacdo no infravermelho passa através da amostra e é comparada com aquela
transmitida na auséncia de amostra. O espectrofotdmetro registra o resultado na forma de
bandas de absorcédo, que corresponde as frequéncias de ligacGes dos dtomos que compde o
material (OLIVEIRA et al., 2010).

A anélise por espectroscopia na regido de infravermelho foi feita nos pos calcinados,
HAp600, HAp800, HAp1000; e nas bioceramicas sinterizadas com 100% deles, SHAp600,
SHApP800 e SHApP1000; para identificar a composicdo quimica nos grupos presentes de
fostatos de célcio, sendo realizadas no espectrofotdmetro Shimadzu, modelo Prestige 21,
varredura de 400 a 4000 cm™, leitura: transmitancia. Este equipamento esta localizado na
Central Analitica da UEA- EST.

4.3.5. Microscopia eletrénica de varredura (MEV) e Espectrometria de Raios-X por

Dispersédo de Energia (EDS).

A morfologia, microestrutura e composicao quimica das hidroxiapatitas extraidas das
escamas de peixe, (HAp600, HAp800, HAp1000), das bioceramicas porosas em todas as
proporcoes HAp/BCA e das mesmas apos o teste biominético foram analisadas através da
técnica de MEV-EDS, sendo necessaria a prévia metalizacdo com ouro por 120 segundos a
20 °C com uma corrente de 50 mA, no metalizador BAL-TEC SCDO050. Foi usado o
Microscopio eletrénico de varredura VEGA3-TESCLAN, com o EDS (Penta FET x-3 Si)
acoplado; situado no Laboratério Tematico de Microscopia Optica e Eletrdnica —
LTMOE/COPES/INPA.

4.3.6. Densidade bulk e porosidade aparente da bioceramica

A porosidade aparente e da densidade bulk da bioceramica porosa fabricada foram
determinadas de acordo com a norma ASTM C373-18, indicada pela norma ASTM F2883-

11 para caracterizacao de scaffolds de ceramica. O procedimento em empregado foi:

a) Determinacdo da massa seca — D

1°. Secagem dos corpos de prova até massa constante em estufa a 150 °C £ 5 °C;
2°. Deixar resfriar em dessecador;
3°. Pesar o corpo de prova: o resultado dessa pesagem ¢ a massa seca — D.

b) Método de ebuli¢dao
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1°. Em um recipiente de ago inox, fever dgua destilada em quantidade suficiente
para os corpos de prova (razdo massa de agua:corpo de prova = 3:1), os quais
deviam permanecer imersos durante todo o teste;

2°, Inserir o corpo de prova na agua fervente — deixar a amostra suspensa,
distante das paredes e fundo do recipiente;

3°. Ebulir os corpos de prova por 5 h £ 5 min em recipiente tampado para evitar
evaporacao - preenchido com mais agua caso necessario, mas sem deixar de
ferver;

4°. Apos as 5 h, os corpos de prova imersos foram mantidos na mesma agua por
mais 24 h = 30 min

c) Determinagdo da massa suspensa -§

1°. Apos a impregnacao com agua, pesar a massa suspensa (imersa totalmente)
de cada corpo de prova suspenso em agua;
2°. Pesar o corpo de prova: o resultado dessa pesagem ¢ a massa suspensa — S.

d) - Determinacdo da massa saturada - M

1°. Apos realizar a pesagem da massa suspensa, remover o corpo de prova e
absorver as goticulas de agua da superficie com um pano de algodao ou
microfibra, tomando cuidado para ndo absorver a 4gua impregnada no interior
do corpo de prova);

2°. Pesar o corpo de prova: o resultado dessa pesagem ¢ a massa saturada — M.

Com as medidas de massa seca D (em g), massa saturada M (em g) € massa suspensa
S (em g) foi possivel calcular o volume externo V, porosidade aparente P e a densidade bulk
B do corpo de prova, através das equacdes 3, 4 ¢ 5, respectivamente. Nesses calculos,

considerou-se que 1 cm® de 4gua pesa 1 g.

V(iemd) = M-S 4)

A porosidade aparente P foi determinada utilizando a equagao 4.

P (%) = (MT> .100 (5)

A densidade bulk B foi calculada através da equagao 5.

B(g/cm) = o ©)
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4.3.7. Ensaio mecanico de compressao

A propriedade mecénica preliminar testada nas ceramicas de hidroxiapatita seréa a de
compressdo seguindo a norma ASTM C1424-99 (MONDAL, 2016). O equipamento
utilizado foi a maquina universal Shimadzu AG-X 300KN (Figura 8), situado no Laboratério
de Metais e Ensaios Mecanicos — LABMEM - DEMat - CT/UFRN no Nucleo de Tecnologia
Industrial — NTI.

O “Brasilian Test”, ensaio de compressao diametral consiste na aplicagdo de um
carregamento de compressao com velocidade de 0,2mm/min, em amostras cilindricas de
diametro/altura 2:1, pardmetros esses utilizados para a analise dos resultados. Nele o
carregamento ¢ aplicado em planos paralelos, diametralmente opostos. Esta configuragao de
carga gera um plano de tensoes de tragio, razoavelmente uniforme no plano perpendicular
ao da aplicacao da carga (CARNEIRO, 1943).

A resisténcia a tracao por compressao diametral foi calculada pela Equacdo 7.

2P

o= DL ™

Onde: ¢ = resisténcia a tragao por compressao diametral (MPa); P = carga maxima
obtida no ensaio (kN); D = diametro do corpo-de-prova (mm); L = altura do corpo-de-prova

(mm).

Figura 8 - Maguina Shimadzu AG-X 300KN.

Fonte: Autora
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4.3.8. Bioatividade in vitro

O estudo do comportamento bioativo de bioceramica porosa de HAp foi conduzido
com pellets (didmetro ~ 1,3 cm e espessura ~ 2,5 mm) e, em seguida, embebidos em um
fluido corporal simulado (FCS) por 7 dias. O FCS empregado foi preparado com 0s

componentes listados na

Tabela 6, 0s mesmos utilizados nos trabalhos de Kokubo e Takadama (2006) e Pon-
On et al. (2014). Os reagentes utilizados eram de grau analitico.

Tabela 6 — Concentracdo dos compostos utilizados na preparacdo do FCS.

Componente Concentragéo

NaCl 8,035¢g

NaHCOs 0,355¢g

KCI 0,225¢g

K2HPO,4 0,231¢g

MgCl..6H0 0,311 ¢

CaCl, 0,292 g

Na,SO4 0,072 g
tris(hidroximetil) aminometano 6,118 g (Quantidade
[(CH,0OH)3CNH2] para manter pH = 7,4)

0 — 5 mL (Quantidade
de acordo 0 —5mL com
0 ajuste necessario do

pH)

HCI (1M)

Os pellets foram imersos em 50 mL do FCS por uma semana a 36,5 °C, substituido
o fluido a cada dois dias para evitar quaisquer alteracées na concentragdo catibnica que pode
ocorrer devido a degradacdo da amostra. Ao final do processo de imersdo, a amostra foi
lavada com agua deionizada antes da analise por MEV/EDS e DRX. O MEV/EDS foi
escolhido por fornecer imagens da estrutura superficial da amostra em conjunto com a
informacdo de composicdo quimica elementar, auxiliando na visualizacdo de possiveis
depdsitos formados na superficie, devido a interacdo amostra-FCS. Enquanto que, a técnica
de DRX empregada foi utilizada visando & identificacdo da composi¢do dos compostos que
compdem os possiveis depdsitos superficiais, por exemplo apatita, e/ou agregados de NaCl

por causa da elevada concentragéo deste sal presente no FCS (DROUET, 2013).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Caracterizacédo da escama de pirarucu
5.1.1. Andlise térmica

A Figura 9 mostra o termograma para as escamas de pirarucu. A amostra foi aquecida
até 1000 °C, apresentando perda de massa superior a 60 %. Para entender melhor cada passo
que ocorre durante a calcinacédo, a primeira derivada da curva (DTG) foi considerada. Uma
primeira perda (cerca de 8%) pode ser observada para temperaturas inferiores a 100 °C,
correspondente a liberacdo da dgua adsorvida na superficie das escamas. A perda de cerca
de 52%, posterior a agua, na faixa entre 100 e 820 °C, pode-se dividir em uma perda que
envolve quatro etapas principais: a primeira entre 100 °C < T < 270 °C; a segunda entre 270
°C < T <420°C; aterceiraentre 420 °C < T <700 °C; e a quarta entre 700 °C < T < 820 °C.

Figura 9 — Termograma da escama de pirarucu (Arapaima gigas).
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Fonte: Autora.

A primeira e segunda etapa estdo associadas as moléculas orgéanicas presentes nas
escamas: amida I, amida Il e amida Il1, caracteristicas do colageno tipo I, que é o coldgeno

mineralizado (reticulacéo as fibras de coldgeno) caracteristico da escama de peixe utilizada.
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Além da possivel agua aprisionada na estrutura porosa das escamas, somada a uma pequena
contribuicdo provocada pela liberacdo de agua de cristalizagdo da hidroxiapatita (PATI;
ADHIKARI; DHARA, 2010; THOMAS et al., 2007). A terceira etapa esta relacionado a
perda de proteinas como Guanina e outros componentes organicos.

Mais uma pequena perda ( ~ 2%), a ultima, pode ser vista entre 700 °C e 820 °C; isso
pode ser associado a decomposicao da fase inorganica, que pode ser devido a perda de peso
associada com a liberacao de ions Na e Mg presentes em pequenas quantidades em escamas
da espécie estudada (LIN et al., 2011) ou da descarbonizagdo de carbonato de célcio para
formacdo de 6xido de calcio (OFUDJE et al., 2018; MUHAMMAD, 2016).

A partir dessa técnica pode-se embasar a escolha das temperaturas a serem usadas

para a calcinacdo no processo de extracdo da HAp.
5.1.2. FT-IR

Na Figura 10, o espectro por infravermelho mostra 0os componentes organicos da
amostra da escama moida. Na Figura 9(a) destacaram-se os picos de comprimento de onda
e na Figura 9(b) os grupos funcionais presentes na amostra. Ja a Tabela 7, mostra as bandas
de absorcdo encontradas na regido de infravermelho relacionadas com sua intensidade e
designacao.

As bandas de absorcdo 1654, 1546 e 1242 cm™ representam as bandas de colageno
conhecidas como Amida I, Il e 111 (LIN, 2011). O pico 1654 cm™ esta associado com as
vibracOes de estreitamento de ligacbes como C=0O, caracteristico da proteina amida I. Ja a
amida 11, apresenta o pico de absor¢do no comprimento 1546 cm™, onde ocorrem vibragoes
de curvatura de N-H e alongamento C-N. O pico da amida Il (1242 cm™?) tém componentes
de alongamento C — N e N — H em flexao de avido (PAUL, 2017). Todas as relacbes podem
ser observadas de maneira mais objetiva na Tabela 7.

Os componentes inorganicos sdo associados a formacéo de fosfato de célcio, sendo
ligados a formacdo especificamente de hidroxiapatita. Ainda se observa na Figura 10 e na
Tabela 7, as bandas correspondentes para os grupos fosfato (562-602 e 1034 cm™) e anions
de carbonato (793, 873 e 1449 cm™).
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Figura 10 — Espectro de infravermelho da escama moida do pirarucu, destacando: (a) os picos de
comprimento de onda; e (b) os compostos e grupos funcionais.
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Tabela 7 — Bandas de Absorcédo na regido de infravermelho relativas a escama de pirarucu moida.
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Regi&o de Absorcéo (cm™) Intensidade Designacao

3439 Forte V5 estiramento OH de hidroxila
1654 Forte C=0 (Amida I)
1546 Mediana N-H (Amida II)
1242 Fraca Amida Il

1034 1058 Forte Y1 estiramento simétrico PO,*

865 e 757 Mediana Y2 estiramento antissimétrico de COz*
632 Fraca vibrac6es OH de hidroxila

602 e 562 Forte V4 deformagio O-P-O em PO,*

Fonte: Autora.
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5.2. Extracao de HAp

A extracdo de HAp por tratamento térmico foi realizado em diferentes temperaturas de
calcinacdo. O material calcinado obtido foi macerado para diminui¢cdo e homogeneizacéo do
tamanho das particulas. A Figura 11 mostra os p6s produzidos apds a calcinacdo e

maceracao.

Figura 11 — P6s obtidos das escamas de pirarucu calcinadas em trés diferentes temperaturas e ap6s
maceracao de: (a) 600 °C; (b) 800 °C; (c) 1000 °C.

(@) (b) (©

Fonte: Autora.

Na Figura 11 observa-se uma diferenca de coloracdo entre as amostras. A amostra
calcinada a 600 °C apresentou coloragéo preta, a 800 °C coloracdo cinza e a 1000 °C uma
coloracdo branca. A HAp é um composto de coloragdo branca, portanto indicando que as
amostras calcinadas a 600 °C e 800 °C podem possuir outros componentes além da HAp. A
Tabela 8 mostra o rendimento obtido do p6é produzido em cada temperatura de calcinagéo,
confirmando um menor rendimento para a amostra calcinada a 1000°C, ja que esta pode ser

considerada a amostra mais pura de HAp extraida.

Tabela 8 — Rendimento do processo de extracdo da HAp.

Massa Massa

Amostra , L , o Perda de massa (%) Rendimento (%)
pré calcinacdo (g)  p6s calcinacdo (g)
HAp600 236,23 114,22 51,64 48,36
HAp800 264,84 123,08 53,53 46,47
HAp1000 267,37 123,82 53,69 46,31

Fonte: Autora.

Os rendimentos encontrados na etapa de calcinagcdo indicam perdas de massa

menores (~54 %, a 1000 °C) do que aquelas observadas no termograma da amostra de
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escama (~ 62 %, a 1000 °C), mostrado na Figura 9. Contudo, o resultado de perda de massa
na calcinacdo foi proximo ao encontrado foi Meazza (2019), aproximadamente 52% a
1000°C, o que forneceria um rendimento de 48%. Sendo a diferenca de rendimento entre a
amostra HAp600 e as amostras HAp800 e HAp1000 é condizente com o0 comportamento

observado no termograma da escama.

5.3. Caracterizacao dos p6s de HAp
5.3.1. Anédlise granulométrica

Nesta analise foram utilizadas cinco peneiras, com abertura igual a 250, 180, 106,
75 e 45 micrometros e também uma “peneira cega” para a base. A Tabela 9, Tabela 10 e
Tabela 11 apresentam as massas e fracoes retidas e passantes em cada peneira (MESH), para
0s pés das escamas calcinadas a 600 °C, 800 °C e 1000 °C, respectivamente.

Tabela 9 — Granulometria das escamas calcinadas a 600°C.

Peneira  Abertura Massa Fracdo Porcentagem Fracdo Porcentagem
(MESH) (mm) Retida (g) Retida (AX) Retida (AX%) Passante (X) Passante (X%o)
60 0,250 4,0382 0,1378 13,78 0,8622 86,22
80 0,180 13,3600 0,1196 11,96 0,8443 84,43
150 0,106 22,1846 0,1984 19,84 0,6459 64,59
200 0,075 26,5511 0,2374 23,74 0,4085 40,85
325 0,045 42,3873 0,3792 37,92 0,093 9,3
Fundo 0,000 3,2723 0,0293 2,93 0 0
TOTAL -/- 111,7935 1 100 -/- -/-

Fonte: Autora.

Tabela 10 — Granulometria das escamas calcinadas a 800°C.

Peneira  Abertura Massa Fracéo Porcentagem Fracdo Porcentagem
(MESH) (mm) Retida (g) Retida (AX) Retida (AX%) Passante (X) Passante (X%)

60 0,250 13,362 0,1116 11,16 0,8721 87,21

80 0,180 1,953 0,0163 1,63 0,9837 98,37

150 0,106 22,021 0,1840 18,40 0,6881 68,81

200 0,075 29,392 0,2455 24,55 0,4426 44,26

325 0,045 31,823 0,2658 26,58 0,1768 17,68

Fundo 0,000 21,163 0,1768 17,68 0 0

TOTAL -/- -/- 119,714 1 100 -/- -/-

Fonte: Autora.
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Tabela 11 — Granulometria das escamas calcinadas a 1000°C.

Peneira  Abertura Massa Fracdo Porcentagem Fragdo Porcentagem
(MESH) (mm) Retida(g) Retida (AX) Retida (AX%) Passante (X) Passante (X%b)

60 0,250 16,8898 0,1378 13,78 0,8622 86,22

80 0,180 22,0616 0,1800 18,00 0,6822 68,22

150 0,106 46,6944 0,3811 38,11 0,3011 30,11

200 0,075 28,2984 0,2309 23,09 0,0702 7,02

325 0,045 17,5272 0,0614 6,14 0,0088 0,88

Fundo 0,000 1,0781 0,0088 0,88 0 0

TOTAL -/- 122,5495 1 100 -/- -/-

Fonte: Autora.

A partir da analise granulométrica foi possivel determinar o didmetro médio das

particulas, diametro de Sauter, em cada amostra, 0s quais sdo mostrados na Tabela 12.

Tabela 12 — Diametro médio das particulas nas amostras de escamas calcinadas.

Amostra Diametro de Sauter (um)
P6 HAp 600°C 85,60
P6 HAp 800°C 77,26
P6 HAp 1000°C 133,90

A obtencdo de p6s com particulas menores e mais regulares séo sinterizadas em
tempos mais curtos do que aqueles com particulas maiores, pelo fato de que a energia de
superficie de particulas pequenas é alta, produzindo uma for¢ca motriz maior para
sinterizacdo. Ja segundo Rosa et al. (2000), particulas maiores ajudam a bioceramica a
apresentar maior porosidade.

A relevancia da forma da particula esta relacionada com as mudancgas na area de
superficie, ou seja, se hd uma diminuicdo na esfericidade e aumento na rugosidade da
particula, por exemplo, hd um beneficio na sinterizacdo (NOGUEIRA, 1992).

Assim, as amostras depois de calcinadas passaram por um Kit de peneiramento com
didametro maior sendo 250 um, para obter particulas com didmetros menores e mais
regulares, porém nem tdo pequeno que venha influenciar negativamente a porosidade da
biocerdmica que se pretendia obter, alcancando particulas com didmetros médios inferiores

a 134 um como exposto na Tabela 12.
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5.3.2. FT-IR

A anélise por espectroscopia no infravermelho foi realizada para verificar a eficicia
de obtencdo da hidroxiapatita, identificando suas bandas caracteristicas, sendo uma
ferramenta Gtil para obter mais informagdes sobre o0s ions constitutivos de uma amostra e
seus ambientes idnicos relacionados. Os grupos fosfato e hidroxido, que envolvem ligacGes
covalentes, levam a caracteristicas vibracionais muito especificas quando envolvidos em um
sistema de apatitas, o que pode ser explorado para identificagcdes da fase de HAp.

Os espectros das amostras dos pos de HAp obtidos apds a calcinacdo nas trés
diferentes temperaturas (HAp600, HAp800 e HAp1000) e dessas amostras apos 0 processo
de sinterizacdo a 1200°C (SHAp600, SHApP800, SHAP1000) sdo apresentados na Figura 12,
que mostra as bandas de absorcao relativas aos grupos funcionais OH", PO4*, caracteristicos
da HAp, e a banda COs? que pode ter sido implicada por o material ter sido submetido ao

processo de moagem antes da calcinacao.

Figura 12 — Espectros de infravermelho das HAp calcinadas e posteriormente sinterizadas,
destacando: (a) os picos de comprimento de onda; (b) os compostos e grupos funcionais.
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(b)
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Fonte: Autora.

De acordo com a Figura 12, para o grupo POs* as vibragbes que aparecem mais
intensamente séo caracteristicas de alongamento que ocorrem da seguinte maneira: as bandas
de adsorc¢do que apareceram em 1090 e 1021 cm™ sdo atribuidas a0 modo de estiramento
assimétrico (v3), triplamente degenerado; a banda 962 cm™ corresponde ao modo de
estiramento simétrico (v1), nio degenerado; ja as bandas de 550 a 650 cm™ sdo atribuidas

ao modo de deformacéo (v4), triplamente degenerado.

A existéncia de duas bandas em 771 e 875 cm™ e os picos de baixa intensidade no
intervalo de 1300 a 1600 cm-1 e fracamente resolvidos em 1409 e 1458 cm?, 1 sdo atribuidos
a0 modo de estiramento assimétrico (v3) e indicando a presenca de ions de COs*
substituindo o sitio dos grupos PO4*, caracteristicos da HAp carbonatada, mas que tentem a
se desfazer no decorrer da sinterizagdo das amostras, restando apenas a banda de 771 cm™?,
caracteristico do estiramento simétrico (v1) (P-O-P), atribuido a harmdnicos de deformacéo
P-O (KOUTSOPOULOS, 2002; LEGEROS, 1991).

Estes ions podem também corresponder a diéxido de carbono adsorvido na superficie
do material durante 0 manuseio e armazenamento e/ou provenientes da incorporagdo de
carbonatos na estrutura da HAp durante o processo de calcinagdo. H4 também uma

quantidade limitada de fons OH", vista nas bandas de 3579 e 3643 cm™; além da banda de
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pequena intensidade em 1641 cm™ que aponta a presenca de agua adsorvida. O pico em
2361cm™? identificado em todas as amostras pode ser atribuido ao CO; absorvido do meio
ambiente (SANTOS et al, 2005).

A Tabela 13 relaciona as caracteristicas vibracionais das bandas assim como a

intensidade das bandas, jA& comentadas anteriormente, dando énfase nas bandas
caracteristicas da HAp.

Tabela 13 - Bandas de Absorcdo na regido de infravermelho relativas a Hidroxiapatita
detectatas nas amostras da Figura 12.

Regido de Absorcéo (cm™) Intensidade Designacao
3579 e 3643 Fraca Y5 estiramento OH de hidroxila
1641 Mediana deformacao H-O-H de H;0
1470-1420 Fraca Y1 estiramento simétrico de COs*
1090, 1021 Forte Y3 estiramento assimétrico de PO*
962 Mediana forte Y1 estiramento simétrico PO,*
865e 771 Mediana Y2 estiramento antissimétrico de CO3z*
771 Mediana v1 estiramento simétrico (P-O-P)
632 Mediana vibrac6es OH de hidroxila
601 e 561 Mediana forte Y4 deformagio O-P-O em PO4*

Fonte: Autora.

Figura 13 — Espectros de infravermelho das HAp calcinadas e posteriormente sinterizadas
ampliados.
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Fonte: Autora.
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Na Figura 13, pode-se visualizar as principais bandas encontradas nas amostras
calcinadas e sinterizadas, sendo necessario destacar as amostras SHAp600, 800 e 1000, onde
observa-se as bandas principalmente dos grupos funcionas relacionados a formacgédo de
fosfato de calcio (1090, 1021, 962, 771, 601 e 561 cm™), de hidroxila (632 cm™) e de COs*
(875 cm?).

5.3.3. DRX

Na Figura 14 podem ser vistos respectivamente, os difratogramas das amostras
HAp600, HAp800, HApP1000, SHAP600, SHAP800 e SHAP1000; relacionando as amostras
calcinadas com suas respectivas amostras sinterizadas. Os picos de difracdo observados
obtidos foram comparados ao padrdo HAp (ICSD 26205), verificando-se assim a presenca
da fase identificada como hidroxiapata [HAp — Cai0(PO4)s(OH)2], de sistema hexagonal e
grupo espacial P63m.

Figura 14 - Difratogramas das amostras HAp600, HAp800, HAp1000, SHAP600,

SHAPS00 e SHAP1000.
I ¥ 1 N 1
HAp600
HAp800
HAp1000
SHAp600
» SHAp800
SHAp1000
/:‘? ICSD 25206
A I MA i W VYV
L
o
3 1L
e~ w A A LAJ_LLA_A_.____
=
2
=
— Ar -—l sl —M&A—A—_J——h—-‘——L‘J | WY A
e jwk N T T T T
M
20 30 40 50 60

20 (graus)

Fonte: Autora.

Ainda na Figura 13, pode-se observar a acentuagdo dos picos no difratograma com o

aumento da temperatura de calcinagdo, mostrando uma diminuicdo na largura dos picos e
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um aumento na resolucdo deles, evidenciando um arranjo melhor da estrutura cristalina
conforme se aumenta a temperatura de calcinacdo. Comparando as amostras calcinadas e
posteriormente sinterizadas, percebe-se a mesma tendéncia de melhoria na estrutura
cristalina, além da eliminacdo dos possiveis componentes organicos observados como por
exemplo, da amostra HAp600 para a SHAp600.

Os picos de maior intensidade encontram-se entre 25 e 45 graus, podendo ser
observados também na HAp padrdo, sendo representados pelos planos de difracdo (211),
(002) e (300). Sendo estes utilizados para a analise de largura a meia altura (FWHM) e
consequentemente, tamanho de cristalito, utilizando o Método de Rietveld (MR).

A Figura 15 mostra os difratogramas das fases encontradas nas amostras HAp’s e
SHAp’s; na parte 1, comparado-as com os padrdes identificados de hidroxiapatita (ICSD
26205) e de 6xido de célcio (ICSD 90486); e na parte 2, seus perfis experimentais refinados
por (MR), onde o traco preto - o difratograma obtido experimentalmente; vermelho - o perfil
calculado; verde - reflexdes de Bragg e azul - as diferengas existentes entre o perfil calculado

e 0 observado.

Figura 15 — Difratogramas das amostras (a) HAp600, (b) HAp800, (c) HAp1000, (d) SHAP60O, (e)
SHAP800 e (f) SHAp1000. 1: Comparacdo com o padrdo, 2: Refinadas por MR.
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Ainda observando a Figura 15, no difratograma (a), (b) observa-se apenas a fase de
HAp. Nos difratogramas (c), (d), (e) e (f) apresentam as fases de HAp e de 6xido de célcio
(Ca0). A Tabela 14 mostra o percentual das fases encontradas em cada amostra, destacando a

presenca marjoritaria de HAp nas amostras.

Tabela 14 — Percentual das fases encontras nas amostras de HAP’s e SHAP’s.

Amostra Fases
HAp600 100% HAp
HAp800 100% HAp
HAp1000 99.7 HAp; 0,3% CaO
SHApP600 99.1 HAp; 0,9% CaO
SHApP800 98% HAp; 2% CaO
SHAp1000 98.9 HAp; 1,1% CaO

Fonte: Autora.

Assim, de todas as amostras, tanto as que passaram por calcinacdo como as que
passaram por calcinacdo e sinterizacdo, foi possivel extrair HAp, obtendo-se um percentual
elevado de formacgdo da mesma. Ja a presenca de CaO pode ser decorrente do processo de
combustdo durante as calcinaces.

A analise dos parametros de rede “a” = “b” e “c”, e do volume da célula unitaria “V”,
determinados para todas as amostras, apresentados na Tabela 15, mostram valores compativeis
com os da ficha padrao, ICSD 26205. Os tamanhos de cristalitos, que foram calculados por
MR, com a equacdo de Scherrer, evidenciaram uma estrutura nanométrica em todos os pos de
HAp analisados até 0 momento. Em relacdo as amostras calcinadas, o tamanho de cristalito teve
um aumento com o aumento da temperatura (HAp600 < HAp800 < HAp1000). E um aumento

coerente de cada amostra calcinada pra sua respectiva, sinterizada.

Tabela 15 — Parametros estruturais da hidroxiapatita apos o refinamento pelo método de Rietveld.

Amostra F(\é\:;'u'\)/l Pzéreéggtero Pdaeré;g:g ::O c/a Voclg IrSIeaOle ;ng%ng : Crist?(l;gidade
a=b(A) A unitaria (A%  cristalito (nm)

HAp600 0,6256 9,4308 6,8784 0,7293 529,81 13,32 18%

HAp800 0,1553 9,4181 6,8782 0,7303 528,38 54,34 95%
HAp1000 0,1185 9,4125 6,8751 0,7304 527,51 74,56 95.7%
SHAp600 0,0635 9,4103 6,8745 0,7305 527,21 131 96.5%
SHApS800 0,0640 9,4104 6,8749 0,7305 527,26 130,35 96.3%
SHAp1000 0,0731 9,4094 6,8741 0,7305 527,07 114 95.7%

Fonte: Autora.
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A partir da Tabela 9, observa-se que dentre as amostras calcinadas, a amostra HAp1000,
a submetida a maior temperatura de calcinacdo, apresentou HAp com maior grau de
cristalinidade. Percebe-se que ap0s a sinterizacdo a amostra HAp600, que tinha uma desordem
estrutural maior, consequentemente era uma amostra mais reativa e teve um aumento de
cristalidade superior em relacdo as demais amostras sinteriradas, o que pode estar relacionado
também a quantidade de CaO, que na amostra SHAp600 apresenta 0,3% de CaO.

J& na amostra de HAp1000, que estava mais ordenada e ja continha em sua amostra pré
sinterizada o CaO, teve um aumento infimo de cristalinidade na amostra sinterizada,
SHApP1000. Em relacdo a amostra SHAp800, que apresentou menor cristalinidade, continha a
maior porcentagem de CaO.

Os resultados de DRX indicam que o material encontrado é cristalino comec¢ando da
amostra HAp800 a amostra SHAp1000, e que a presenca de CaO na amostra pode retardar ou
dificultar o aumento de cristalinidade. Os indices de concordancia apresentados nos diagramas
da Figura 15 e organizados na Tabela 16, mostram que o refinamento foi satisfatorio, segundo
os indices de concordancia, Ruwp (%) €sta na ordem de 2 a 20% e 0 ¥* uma faixa de 1 a 5,

compativeis com o que se espera na literatura (PAIVA-SANTOS, 2001).

Tabela 16 - Indices de concordancia finais de refinamento.

Amostra Rup (%) v
HAP6OO 9,85 1,597
HAp800 15,27 3,695
HAp1000 12,33 2,437
SHAp600 15,14 3,293
SHAp800 12,61 2,537
SHAp1000 15,32 3,783

Fonte: Autora.

Portanto, apés a analise de fases e do refinamento, conclui-se que as amostras de HAp's
identificadas se mostram estaveis pois seus parametros estruturais ndo variam

significativamente.
5.3.4. MEV-EDS

As imagens de MEV das HAp600, HAp800 e HAp1000 mostram a morfologia da HAp

na forma de particulas de tamanho médio submicrométrico, como pode ser observado na Figura
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16, que mostra a evolucao da microestrutura das amostras conforme a temperatura de calcinacéo

aumenta.
Figura 16 — Micrografias das amostras calcinadas: (a) HAp600; (b) HAp800; e (c) HAp1000.

(2) (b) ‘ (©)

*Ampliacdo 1: 10-20 kx, 2: 50-60 kx.
Fonte: Autora.

Na Figura 16(a), a amostra HAp600, a que apresentou menor tamanho de cristalito,
segundo o DRX, tem uma desordem estrutural, onde as imagens revelam aglomerados
irregulares, mostrando particulas grandes, medias e pequenas juntas, com tamanhos e formas
irregulares. Enquanto nas amostras Figura 16(a) e Figura 16(b) percebe-se a formacéo de placas
maiores sedimentadas com grénulos (acima de 1 pum e abaixo de 100 um) bem menores
dispersos nelas. Na Figura 16(c), percebe-se que os granulos ficaram mais regulares com o
aumento da temperatura. Nota-se ainda uma mudanca de morfologia entre as amostras, com um
aumento na organizacdo dos graos e uma regularidade maior para a amostra calcinada na maior

temperatura, a qual apresentou um tamanho de particula entre 500 nme 1 um.

A Figura 17 apresenta a evolucdo da microestrutura das amostras sinterizadas, que agora
mostram-se mais regulares. Seguindo a dire¢do da Figura 17(a) a Figura 17(c), pode-se observar
um aumento no grau de sinterabilidade do material em fun¢&o da amostra que anteriormente foi
calcinada. Percebe-se assim, um inicio de formacao e aumento de pescogos, aumentanto a area

de contato entre os gréos, contudo com menores dimensdes e com mais espagos vazios, o que



63

favorece o fendmeno de difusdo de substancias e transporte de células na microestrutura do

material, quando, por exemplo, em contato fluido corpéreo.

Figura 17 — Microscopia das amostras sinterizadas: (a) SHAp600; (b) SHAp8OO0; e (c) SHApP1000.
(a) (b) (©)

*Ampliacdo: 25 — 35 kx
Fonte: Autora.
A andlise por EDS permitiu verificar os elementos constituintes de forma

semiquantitativa. Os resultados obtidos para as amostras HAp's e SHAp’s sdo mostrados na
Tabela 17.

Tabela 17 — Resultados da analise quimica semiquantitativa por espalhamento de energia dispersiva de
raios-X (EDS) das amostras de HAp's e SHAp’s.

% Atomico

Amost calP
mostra O ca P C Mg K Na
HApsOO 7481 1513 874 - 037 016 079 1,73
HAp8OO 73,75 1554 918 - 054 015 084 1,69
HApl000 7429 1548 933 - 007 025 057 165
SHApP00 61,82 1468 880 1399 071 - - 170
SHAp8O0 5823 1858 1174 1144 - - - 158
SHAP1000 6926 19,20 1154 - .- - 166

Fonte: Autora.

Picos altos de célcio (Ca), fésforo (P) e oxigénio (O) foram observados nas amostras
calcinadas. Ja nas sinterizadas, além dos elementos mencionados, houve também a presenca do
elemento carbono (C); sendo elemento também encontrado na analise se FT-IR, onde observou-
se picos do grupo de carbonato, provavelmente surgidos devido a moagem antes da calcinagéo,
estes foram diminuindo com a sinterizagdo, porém bandas caracteristicas do CO- persitiram em
todas as amostras, que pode ter sido absorvido do meio ambriente. Os elementos tracos
magnésio (Mg), potéassio (K) e sodio (Na) foram identificados nas amostras calcinadas, porém

ndo foram nas sinterizadas. Lembrando que essa técnica de caracterizacdo pontual, onde foram
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lidos trés pontos distintos em cada amostra, que apresentaram a mesma relagdo de elementos
quimicos.

A maior parte das cerdmicas de fosfato de célcio sdo reabsorviveis ou biodegradaveis
quando expostas a ambientes fisioldgicos, e suas taxas de reabsor¢cdo aumenta com a diminuicdo
da relacdo Ca/P. Fosfato de célcio biorreabsorvivel degrada-se no ambiente fisioldgico através
de mecanismos fisicos e mediados por células, levando a formagdo de novas células. Além
disso, a presenca de outros ions metalicos como Sr2*e Mg? * em HAp também leva a um
aumento na solubilidade. As razdes molares Ca/P estdo na faixa de 0,5 a 2, dependendo de sua
acidez e solubilidade. As HAp’s sdo mais acidas e solives em agua para menores relaces
molares de Ca/P, a maioria é pouco solivel na dgua, todos eles sdo facilmente soliveis em
acidos, mas insoluveis em solucdes alcalinas (TOMAS; BALAKRISHNAN; SREEKALA,
2018).

Tabela 18 — Fosfatos de Calcio e suas propriedades relacionadas a razdo Ca/P

Fosfato de Cacio Férmula Ca/P Razédo Molar Propriedades

HAp deficiente em célcio Cag(HPO4)(PO.)s(OH) 1.5-1.67 Cristalinidade pobre
Hidroxiapatita (HAp) Caio(PO4)s(OH)2 1.67 Osteocondutiva

2.0 +Biocompativel

Fosfato de tetracélcio Cas(P0O.):0 - Biodegradavel

Fonte: Adaptado Tomas, S. 2018

A razdo Ca/P ficou entre a esperada, caracteristica da HAp, entre 1.58 e 1.73. Sendo a
HAp1000 e SHApP1000, as amostras que obtiveram uma relacdo melhor da razéo entre o antes
e depois do processo de sinterizacdo, ficando mais proxima da razéo esperada de HAp, com
propriedades osteoindutivas, biocompativeis e biodegradaveis (PANDA et al.,, 2014; T
TOMAS; BALAKRISHNAN; SREEKALA, 2018); por estarem mais proximas da razdo Ca/P

da HAp estequiomeétrica, 1.67, confirmada na Tabela 18.
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5.4. Bioceramica porosa

A producéo de bioceramicas porosas foi realizada com a amostra HAp1000, por esta
apresentar maior pureza, cristalinidade e morfologia melhor estruturada em relacdo as demais
amostras (HAp600 e HAp800), comprovadas pelos resultados de DRX, MEV e EDS anteriores.

5.4.1. Efeito da pressdo de compactacdo na producao da bioceramica

Pellets produzidos de misturas da HApl000 e do agente formador de poros
(biocarbonato de aménio - BCA), em diferentes pressdes de compactacao de 14, 28 e 42 MPa
(1T, 2T e 3T; respectivamente) foram avaliados para a obtencdo das bioceramicas.

Na pressdo mais baixa (14 MPa), os pellets mostraram-se aparentemente resistentes,
com aspecto uniforme, contudo algumas imperfeicdes nas bordas foram observadas, na maioria
das vezes pela fragilidade estrutural dessa regido, mais propensa a deteriorizacdo quando
manipulada. Com o aumento da porosidade, gerada pela liberacdo do BCA através
aquecimento, os pellets tenderam a uma sinterizacdo menos efetiva, observando-se a
desestruturacdo da biocerdmica com o aumento da porosidade, principalmente nas amostras de

menor percentual de HAp (20 e 40% m/m), como mostrado na Figura 18.

Figura 18 — Imagem das bioceramicas porosas produzidas, com pellets compactados em 14 MPa: (a)
40% m/m HAp; (b) 20% m/m HAp.

(b)

Fonte: Autora.

As amostras com menor percentual de HAp (20% m/m) foram as mais frageis, pois ao
passarem pelo processo de sinterizacdo perderam a sua estrutura original, apresentando
deformacdes e aspecto quebradico.

J& com o0 aumento da pressdo de compactacdo ocorreu o inverso. O desgaste na amostra

com HAp (100% m/m), observando o aumento da eficiéncia de sinterizacdo com o aumento da
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porosidade empregada na amostra. Com a pressao a 42 MPa, a amostra com 100% m/m de HAp

apresentou rachaduras e desfragmetacao antes mesmo da sinterizagdo, conforme a mostrado na

Figura 19, contraindicando seu emprego para as futuras analises.

Figura 19 — Imagem do pellet compactado em 42 MPa.

Fonte: Autora.

Além, de testes de pressdo de compactacdo também foram feitos testes com duas
temperaturas de sinterizacdo, 1000°C e 1200°C, com o patamar de 1 hora. As amostras a
1000°C apresentaram um farelo residual ap0s o processo de sinterizacdo, ja a 1200°C
mostraram-se mais densificadas.

Portanto, chegou-se a conclusdo de empregar nas amostras a pressdo de compactagédo
de 28 MPa (2T), com uma temperatura de sinterizacdo de 1200 °C durante 1 h, para o
desenvolvimento e caracterizacdo dos corpos de prova da bioceramica porosa, com a HAp1000

extraida da escama do pirarucu.

5.4.2. Porosidade aparente e densidade bulk

A Figura 20 mostra a superficie dos pellets sinterizados (bioceramica porosa), scaffolds,
de HAp com e sem BCA. Observa-se a formacdo de poros na superficie das bioceramicas,
devido a utilizacdo de BCA como agente formador de poros. Observa-se pelas microscospias o
aumento da porosidade na direcdo da Figura 20(a) a Figura 20(d). Somente nas amostras mais
porosas, Figura 20(c) e Figura 20(d), ha a presenca de macroporos interconectados, com

tamanho de poros variando de 50 pum a 400 pm.

A presenca de poros maiores que 100 pm e uma rede macroporosa interconectada, para
que o tecido 6sseo possa crescer dentro do implante e promover uma regeneracdo mais rapida,

sdo caracteristicas necessarias em um scaffold para aplicagdo em engenharia de tecidos 6sseos
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(TOMAS; BALAKRISHNAN; SREEKALA, 2018). Portanto, neste estudo foi possivel

produzir scaffolds com essas caracteristicas nas amostras com 40 e 60% m/m de BCA.

Figura 20 — Micrografias da superficie das bioceramicas produzidas: (a) 0% BCA,; (b) 20% BCA; (c)
40% BCA, e (d) 60% BCA, com amplia¢Ges de 30x e 130x.

(a) (b) (©) (d)

Fonte: Autora.

Figura 21— Gréfico de densidade para diferentes percentuais massicos de HAp.
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Fonte: Autora.
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Como representado a partir do grafico da Figura 21 a densidade dos corpos de prova
HAp-BCA diminui com 0 aumento do percentual de peso de AMB, que é devido ao fato de que
a densidade tedrica do BCA (1,586 g/cm?®) ser menor que a da HAp (3,15 g/cm?®). As amostras
sinterizadas mostraram uma diminuicdo similar na densidade, ja que o BCA ja foi decomposto
dos pellets formando os poros. A avaliacdo da densidade pds-sinterizacdo por diferentes
métodos, mostraram a tendéncia de valores menores para medidas realizadas pelo método de
determinacdo através da razdo da massa pelo volume do pellet medidos, em comparacdo ao
método proposto na ASTM C373-18.

Todas as bioceramicas de HAp testadas demonstraram porosidades significativas na
faixa de 29-72% para 0-60% em peso de BCA, respectivamente, conforme indicado na Figura
22. Esen e Bor (2007) relataram uma porosidade minima de 55% para conectividade direta de
macroporos. Esses graus de porosidade resultariam em uma estrutura porosa interconectada que
aumentaria o crescimento da célula no espago poroso, a vascularizacdo e o transporte de
produtos metabolicos, além de ser crucial para a biocompatibilidade (ESEN; BOR, 2007;
MASAHIRO; TSUTOMU, 2012).

Figura 22— Grafico de densidade para diferentes percentuais massicos do agente formador de poros.
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Fonte: Autora.
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Os testes de compressao foram realizados nas amostras porosas de HAp e os resultados

gerados pelo software do equipamento Shimadzu AG-X 300KN, sdo mostrados na Tabela 19,

e na Figura 22.

Tabela 19 — Testes preliminares das amostras porosas com os respectivos resultados de méaxima forca
de compressdo, maxima tensdo aplicada e maxima taxa de deformacao.

Nome Max_Forca Max_Tensao Max_Deformacéo
A Célculo de areas | Calculo de areas | Calculo de areas
el completas completas completas
Unidade N N/mm2 %

H1002T _ 1 2950,67 26,0896 1,69635
H1002T _2 2905,99 25,6946 2,83802
H1002T _3 3236,96 28,6210 1,89271
H1002T _4 2743,72 24,2598 1,46580
H802T _5 75,1972 0,66489 4,45625
H802T _6 135,136 1,19486 2,59462
H802T _7 114,012 1,00809 3,33507
H602T _8 780,058 6,89723 0,51658
HB02T _9 1385,36 12,2492 1,35582
HB02T _ 10 1138,31 10,0648 0,59384
H402T _ 11 1399,99 12,3787 0,95495

Fonte: Software Shimadzu AG-X 300KN.

Figura 23 — Gréfico de tensdo versus a porcentagem de deformacao.

40

36
32
N

28
i /7< =
£
: 4
£20
lg
a
516
" /

12 4\;\_ gi

: Vi ﬁ

4 L/

< /'/ = el
0
o 02 04 06 08 1 12 14 16 18 2 22 24 26 28 3 32

Desloc. da deform.(%)

Fonte: Software Shimadzu AG-X 300KN.

Foi realizado 0 “Brazilian Test” e 0 comportamento da resiténcia dos corpos de prova

porosos foram apresentados na Figura 23. Onde nota-se que o corpo de prova sem porosidade

(100% m/m HAp) tem a maior resisténcia a compressao, como esperado, ja que o corpo é denso

e a presenca de poros pode fragilizar o material, principalmente se sua distribuicdo for desigual.
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O corpo de prova de 80% m/m HAp apresentou uma queda muito elevada da resisténcia
0 que comprometeu o resultado, ja que esperava-se que ele fosse um intermediario entre o de
100 e 60%m/m HAp, podendo ser explicado por uma suposta falha da fabricacdo dos corpos de
prova, onde estes foram submetidos ao teste mecénico ja apresentando uma falha

microestrutural, ja que aparentemente ndo se mostrava como um corpo fragil.

A resisténcia a compressdo dos corpos de prova de 60 e 40% m/m HAp foram menores
que a de 100% m/m HAp, apresentando valores mais confidveis do que o de 80%. Analisando
0s resultados de resisténcia dos corpos de prova de 60% e de 40% m/m HAp, pode-se verificar
que houve um aumento da capacidade de resisténcia a compressdo da amostra de menor
porosidade, em relagdo a de maior porosidade, em virtude da distribuicdo de poros, presentes
em menor e maior quantidade no interior das amostras. Uma estrutura mais rigida, ou seja, mais

resisténcia a compressao foi observada apos a etapa de sinterizacdo no HAp40%.

Figura 24 — Grafico do ensaio de resisténcia a compressao diametral (MPa) dos corpos de prova porosos.
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Fonte: Autora

A porosidade e a resisténcia mecanica sao fatores que implicam diretamente no
favorecimento de eventos biologicos decorrentes da formagao 6ssea, pois visam uma melhor
interacao biomecanica do implante com tecido 6sseo hospedeiro. Assim, mais testes deverdo
ser feitos com uma amostragem mais significativa e para que se chege a uma conclusdo que
possa relacionar a resisténcia a compressdo com a propor¢do de porosidade e os testes de
bioatividade SBF.
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5.4.4. MEV-EDS da bioceramica porosa
A.
Figura 25 apresenta a micrografias das biocerdmicas porosas obtida.

Figura 25 — Micrografias das bioceramicas produzidas: (a) 0% BCA,; (b) 20% BCA,; (c) 40%
BCA,; e 60% BCA.
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Fonte: Autora.
A.

Figura 25 completa a descricdo feita pela Figura 20, destacando a microestrutura das
bioceramicas evidenciada a forma com que as particulas sinterizaram. Observa-se com o
aumento da porosidade empregada as amostras, que a sinterizagcdo promomeu a densificacdo

das particulas de maneira mais efetiva, mesmo em porosidades elevadas.

Os fosfatos de célcio séo classificados por sua razdo entre os &tomos de célcio e fésforo,
que varia de 0,5 e 2,0. Quanto maior for a razdo menor é sua solubilidade, ou seja, sua
degradacdo € reduzida, o que afeta a velocidade de reabsorcéo in vivo. A Tabela 20 apresenta

os resultados da analise de EDS para as amostras de bioceramica.

Tabela 20 — Resultados da analise quimica semiquantitativa por espalhamento de energia dispersiva de
raios-X (EDS) das amostras de bioceramica porosa: (a) 0% BCA; (b) 20% BCA,; (c) 40% BCA,; e 60%

BCA.
% Atbmico
Amost CalP
mostra —5—"ca P C Mg K Na
@ 5906 1679 11,66 1248 - - - 143
(b) 5977 1873 118L 97 - - - 158
© 5814 201 1218 959 - - - 165

(d) 62,26 1191 8,04 17,25 0,54
Fonte: Autora.

1,48

De acordo com a Tabela 20, a mudanca de Ca/P nas propriedades das bioceramicas
porosas podem ser devidas as variagdes estruturais (por exemplo, uma influéncia da
microporosidade remanescente, tamanhos de graos, presenca impurezas, etc.); mas também dos
processos de fabricacdo, bem como a natureza estatistica da distribuicdo de poros em relagéo a
pressao aplicada na compactagdo. Os resultados até a amostra (c) mostram que com 0 aumento

da porosidade hd com o aumento da razdo Ca/P, atingindo o valor maximo em torno de
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Ca/P=1,65 (préximo da HAp estequiométrica) e diminui de repente para a amostra com maior
porosidade (d) quando Ca/P> 1,65 para 1,48. O que talvez poderia ter sido evitado se com o
aumento da porosidade tivesse sido aumentada a pressao de compactacéo.

5.4.5. Bioatividade in vitro.

O conhecimento das caracteristicas de dissolucéo e reatividade de cerdmicas a partir de
experimentos in vitro contribuem para a avaliagdo do comportamento in vivo, como a formagéo
Ossea apds a possivel utilizacdo em engenharia de tecidos. A reatividade e dissolu¢do foram
analisadas por MEV-EDS e DRX apds os 7 dias de incubacao.

Para a analise de formacdo da camada de hidroxiapatita na superficie das amostras antes
da imersdo em fluido corpéreo simulado (FCS), foi realizado o MEV-EDS, vistos na Figura 23.
Estas comparadas com suas respectivas microscopias apés o teste de bioatividade, visto na
Figura 26, mostram a formacdo de nicleos de apatita (parte superior mais branca) em

praticamente toda a superficie das amostras.

Figura 26 — Micrografias da superficie das bioceramicas apds o teste de bioatividade: (a) 0%
BCA,; (b) 20% BCA,; (c) 40% BCA; e 60% BCA.
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Fonte: Autora.
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A funcdo mais importante da ceramica porosa é atuar como enchimentos para defeitos

0sseos. A capacidade de formacdo de apatita, vista na Figura 26, mostra a possibilidade de

comportamento em FCS, e uma predisposicdo a uma futura 0sseo integracdo entre implante e

tecido implantando esta ligada as propriedades superficias do material, a sua afinidade para a

osteocondutividade.

Tabela 21- Resultados da analise quimica semiquantitativa por espalhnamento de energia dispersiva de
raios-X (EDS) das amostras de bioceramica porosa: (a) 0% BCA; (b) 20% BCA,; (c) 40% BCA, e 60%

BCA, ap0s o teste de bioatividade.

% Atémico
Amostra 0 Ca 5 c Mg Na al Ca/P
(@) 48,79 14,92 9,77 21,12 1,25 1,22 293 152
() 55,94 13,38 9,10 17,60 - 261 137 148
(c) 56,49 12,46 8,87 19,81 - 1,33 1,04 1,40
(d) 75,06 15,60 9,33 - - - - 1,67

Fonte: Autora.

Para a andlise da estrutura da possivel camada de hidroxiapatita na superficie das

amostras antes da imersdo em FCS, foi realizada o DRX. Na Figura 27, observa-se que depois
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do teste de biocompatibilidade, o refinamento s6 convergiu para a identificacdo de uma fase,

que foi a de HAp.

Figura 27- Difratograma das biocerdmicas produzidas: (a) 0% BCA,; (b) 20% BCA; (c) 40% BCA; e
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Fonte: Autora.
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A analise dos parametros de rede “a” = “b” e “c”, e do volume da célula unitaria “V”,

determinados para todas as amostras, apresentados na Tabela 22, mostram valores compativeis

com os da ficha padrao, ICSD 26205. Os tamanhos de cristalitos, que foram calculados por

MR, com a equacdo de Scherrer, evidenciaram uma estrutura manométrica também das

bioceramicas porosa. O refinamento pelo MR para a amostra (b) ndo foi possivel, pois ndo se

obteve uma boa convergéncia pra essa amostra.

Tabela 22- Parametros estruturais da bioceramica porosa apos o refinamento pelo método de Rietveld.

Volume  Tamanho
Pardmetro  Parametro .
FWHM de célula  médio de o
Amostra de rede deredec cla . o Cristalinidade
(0) unitdria  cristalito
a=b(A) (R)
(A3) (nm)

(@ 0,055067 9,409319 6,873508 527,018 153,6701 97%
(b) - - - - - - 97.5%
(c) 0,104033 9,410953 6,872742 527,142 80,0417 96.8%
(d) 0,0663 9,409049 6,872848 526,937 125,593 94.4%

Fonte: Autora.
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Ainda de acordo com a Tabela 22, percebe-se uma diminuicdo da cristalinidade de
acordo com o aumento da porosidade empregada nas amostras depois da imersdo em SBF,
relacdo a elas mesmas. Porém antes da imersdo a cristalinidade era de 95,7%, ou seja, ap6s a
imersdo, a cristalinidade teve um aumento nas amostras (), (b) e (c) e dimui¢do na amostra (d).
Mesmo que essas diferencas sejam pequenas (+/- 2), e assim conluir que o material ainda
apresenta cristalinidade alta. Assim, as amostras de biocerdmicas porosas também se mostraram

estaveis pois seus parametros estruturais nao variam significativamente.
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6. CONCLUSAO

O uso das escamas de pirarucu (Arapaima gigas) se mostrou bem-sucedido para
extracdo de apatitas. Os resultados mostraram que as escamas podem ser usadas para obter
materiais nos quais o HAp é o componente principal. A hidroxiapatita natural extraida da
escama de peixe se mostrou viavel, apresentando um bom rendimento e pureza, sem a

necessidade de nenhum pré-tratamento, apenas por tratamento térmico posterior a moagem.

Os resultados de FTIR mostraram as bandas de absorcdo relativas ao OH- e PO43-,
grupos funcionais que sdo caracteristicos da HAp, houve a presenca de carbonato que pode ter

sido implicado porque o material foi submetido ao processo e moagem antes da calcinagéo.

O grau de cristalinidade e tamanho de cristalito da HAp tiveream um aumento com a
elevagdo da temperatura de calcinagdo. A analise EDS confirmou que a relagéo Ca/P da HAp
derivada da escama de peixe estava proxima ao da HAp estequiométrica. O MEV mostrou graos
com tamanhos entre 1-5 um e com uma cristalinidade maior apds a temperatura de 800 °C,
percebendo-se uma estrutura mais equiaxial nas amostras HAp1000 e nas bioceramicas
posoras. Essas amostras também se mostraram estaveis em relacdo aos parametros estruturais
obtidos da analise de DRX.

Foi possivel investigar a pressao de compactacdo da producdo de bioceramica porosa,
assim como a porcentagem de porosidade empregradas na mesma. Onde a pressao que se
mostrou mais adequeda foi a de 28MPa (2T), os corpos de provas permaneceram interiros em
todas as proporc¢des de porosidade [(a) 0% BCA; (b) 20% BCA,; (c) 40% BCA; e 60% BCA],

antes e depois da sinterizacdo e nos testes de porosidade.

Todas as bioceramicas de HAp testadas demonstraram porosidades significativas na
faixa de 29-72% para 0-60% em peso de BCA, foram calculadas nas amostras de 40% e 60%
em peso de BCA porosidades superiores a 55%, sendo essas ideiais para o desenvolvimento de
andaimes (scaffold) 6sseos no sentido de promover a regeneracao 0ssea. O teste de Bioatividade
mostrou a formacdo e dissolucdo de apatita nas superficies das amostras, vistas por

miscroscopia e cristalidade das amostras que permaneceram altas.

O estudo presente corrobora para futuras pesquisas na area de tecidos 0sseos
principalmente no que faz referéncia a producéo de inplantes 6sseos e 0ss0s esponjosos, além
de dar a possibilidade de valorizar subprodutos das industrias alimenticias regionais, assim
como a visibilidade de obtengéo de produtos de alto valor agregado que possam ser usados em

biomedicina e outras aplicagdes potenciais.
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7. SUGESTOES PARA TRABALHO FUTUROS

v Realizacdo de testes mecanicos para fechar a norma ASMT no que diz respeito a
fabricacdo de cerdmicas para fins biomédicos;
v’ Realizacdo de testes de biotividade in vitro mais prolongados e testes de bioatividade in

Vivo.
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