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O\ o 1@ F T SRR 141
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Resumo

Titulo: Fosfatos de calcio modificados com nidébio e seus compdsitos com
niobatos lamelares aplicados como agentes antimicrobianos e adsorventes

Autor: Rafael de Carvalho Araujo
Orientadores: Prof? Dra Maria Gardénnia da Fonseca
Prof Dr. Ary da Silva Maia

Fosfatos de calcio incluindo a hidroxiapatita, Caio(POa)s(OH)2, a fluorapatita Caio(POs)sF2€ 0
beta-fosfato tricalcico, B-Cas(PO4)., estdo entre as biocerAmicas mais utilizadas para
aplicacdes biotecnoldgicas. Contudo, todos esses fosfatos apresentam limitagdes aplicativas
como baixa capacidade adsortiva frente alguns farmacos, baixa atividade antimicrobiana e
resisténcia mecanica inferior a alguns segmentos de tecido dsseo. Uma alternativa para
melhoria das propriedades dos fosfatos tem sido a dopagem com diferentes ions e a formacéo
de compdsitos com 6xidos metalicos e ndo-metalicos. Desta forma, nesta tese foi realizada a
dopagem dos trés fosfatos de calcio com niébio e obtencdo de compoésitos entre a
hidroxiapatita e o beta-fosfato tricalcico com triniobato de potéassio e hexaniobato de potassio.
Os soélidos obtidos derivados da dopagem da Caio(PO4)sF2 com nidbio foram aplicados como
adsorventes para tetraciclina e as capacidades antibacterianas frente a S. aureus dos sélidos
dopados ou com tetraciclina foram avaliadas. Os fosfatos de calcio foram modificados pela
insercao estrutural de niobio utilizando pentacloreto de niébio (NbCls) e o oxalato amoniacal
de niébio (NH4H2[NbO(C204)3]) como precursores via rea¢do de co-precipitacao variando as
quantidades de dopante de 1% a 10% em mol. Para a sintese dos compositos, duas solugbes
coloidais derivadas da esfoliacdo de niobatos de potassio lamelares foram utilizadas para
incorporacdo in situ dos precursores dos fosfatos ou deposicao nos sélidos previamente
obtidos. Os materiais obtidos foram caracterizados por difracdo de raios X (XRD) com
refinamento Rietveld, espectroscopia de absor¢do na regido do infravermelho (FTIR),
fluorescéncia de raios X (FRX), espectroscopia Raman, espectroscopia de fotoelétrons
excitados por raios X (XPS) e microscopia eletrénica de varredura (MEV) acoplada a
espectroscopia de raios X por energia dispersiva (EDS). A partir dos dados de refinamento
Rietveld foi observado que o niébio substitui o célcio no sitio (Il) da hidroxiapatita, além de
provocar mudancas nos parametros de rede a e ¢, e no volume. Através da andlise de FRX
constatou-se a presenca de niébio nos fosfatos de calcio modificados em propor¢des em mol
préoximas as utilizadas na sintese. Os espectros de XPS sugeriram a presenca do Nb>* em
todos os fosfatos modificados. Observou-se, que a insercdo de Nb®* na estrutura da
Caio(PO4)sF2 diminuiu a adsorcédo de tetraciclina. Os resultados de atividade antimicrobiana
indicaram melhoria frente a S. aureus comparada as matrizes ndo modificadas, especialmente
para a matriz de Caio(POa4)sF2 contendo nidbio e tetraciclina, cuja atividade antimicrobiana foi
de 100%, nas condic¢des avaliadas. Para os compositos foi observado o perfil tipico de difracédo
dos fosfatos, além dos niobatos utilizados. Os resultados indicaram que os fosfatos de calcio
dopados com Nb®* foram preparados com sucesso e que 0s compdsitos entre hidroxiapatita
e beta fosfato tricalcico com os niobatos lamelares apresentaram ambas as fases,
especialmente para a rota in situ.

Palavras-chave: Hidroxiapatita, fluoroapatita, beta-fosfato tricélcico, nidbio, niobatos,
biomateriais.

18



Abstract

Title: Niobium-modified calcium phosphates and their composites with layered
niobates applied as antimicrobial agents and adsorbents

Author: Rafael de Carvalho Araujo
Supervisors: Prof? Dra Maria Gardénnia da Fonseca
Prof Dr. Ary da Silva Maia

Calcium phosphates including hydroxyapatite, Caio(PO4)s(OH)2, fluorapatite Caio(PO4)sF2 and
tricalcium beta-phosphate, B-Cas(PO.)2, are among the most widely used bioceramics for
biotechnological applications. However, all these phosphates have application limitations such
as low adsorptive capacity against some drugs, low antimicrobial activity and lower mechanical
resistance to some segments of bone tissue. An alternative to improve the properties of the
phosphates has been the doping with different ions and the formation of composites with
metallic and non-metallic oxides. In this sense, in present thesis niobium-modified calcium
phosphates and composites between hydroxyapatite and tricalcium beta-phosphate with
potassium triniobate and potassium hexaniobate were obtained. The solids obtained from the
niobium doped Caio(PO4)sF> with were applied as adsorbents for tetracycline and the
antibacterial activities against S. aureus of the doped solids or loaded tetracycline Caio(PO4)sF2
were evaluated. Calcium phosphates were modified by the structural insertion of niobium,
using niobium pentachloride (NbCls) and ammonium niobium oxalate (NH4H2[NbO(C20.)3]) as
precursors via a co-precipitation reaction where the mol amounts of dopants were varied in
1% to 10%. For the synthesis of the composites, two colloidal solutions derived from the
exfoliation of layered potassium niobates were used for the in situ incorporation of the
phosphate precursors or deposition of the obtained phosphates. The materials obtained were
characterized by X-ray diffraction (XRD) with Rietveld refinement, infrared absorption
spectroscopy (FTIR), X-ray fluorescence (XRF), Raman spectroscopy, X-ray excited
photoelectron spectroscopy (XPS) and scanning electron microscopy (SEM) coupled to EDS.
Refinement Rietveld suggested that niobium replaced calcium at site (Il) of hydroxyapatite, in
addition to causing changes in lattice parameters a and c, and volume. XRF analysis indicaded
that the presence of niobium in the modified calcium phosphates in mol proportions close
conditions used in the synthesis. XPS spectra suggested the presence of Nb>* in all modified
phosphates. It was observed that the insertion of Nb®* in the structure of Caio(POa.)sF2
decreased the tetracycline adsorption. Antimicrobial activity against S. aureus improved after
phosphate modification compared pristine matrices, especially for the tetracycline loaded
Caio(PO4)sF2, which antimicrobial activity was 100%. For the composites, the typical diffraction
profile for each of the phosphates used was observed and also the niobates. All results
indicated that Nb-doped calcium phosphates were successfully prepared and that the
composites between hydroxyapatite and beta tricalcium phosphate with layered niobates
showed both phases, especially for the in situ route.

Keywords: Hydroxyapatite, fluoroapatite, beta-tricalcium phosphate, niobium, niobates,
biomaterials.
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1. INTRODUCAO

Os biomateriais podem ser materiais metalicos, poliméricos ou ceramicos, sendo
estes ultimos, os materiais de interesse desta pesquisa. Dentre os varios biomateriais
ceramicos, os fosfatos de calcio de baixa solubilidade atraem muita atencao devido a
similaridade quimica e estrutural com a apatita biolégica, que ocorre na fase mineral
de 0ssos e dentes, e por serem biocompativeis e bioativos, possibilitando bons niveis
de osseointegracdo! e osteoconducédo? (Ates et al., 2019). Além disso, os fosfatos de
calcio tém aplicacdo em outras campos como adsorcao (Brazdis et al., 2021), catalise
(Ebadipour et al., 2021), desenvolvimento de sensores (Kanchana e Sekar, 2015) e
cromatografia (Wang et al., 2021).

Dentre os fosfatos de calcio, a hidroxiapatita (Hap) e a fluorapatita (Fap) sédo
bastantes utilizados em aplicacbes médico-odontolégicas, pois sao bastante
semelhantes com a parte mineral dos 0ssos e dentes e permitir a adesao/proliferacédo
de fibroblastos e osteoblastos, sendo uma alternativa para a engenharia de tecido
0sseo (Seyedmajidi e Seyedmajidi, 2022).

Outro fosfato de calcio bastante utilizado na area médica é o 3-fosfato tricalcico,
Cas(POa4)2 (B-TCP). Diferentemente dos outros fosfatos mencionados, sua aplicagéo
na area odontdloga é mais restrita, e geralmente esta associada a formulacdo de
compoésitos, pois sua significativa solubilidade em pH bucal inviabiliza sua aplicacéo
isolada (Zhang, Zhigang, 2022).

Os fosfatos de calcio possuem baixa resisténcia mecanica quando comparada
ao tecido 6sseo (Ramesh et al., 2011; Sebdani e Fathi, 2012). Desta forma, alguns
métodos de modificagdo estrutural, como a dopagem e a formacdo de compdsitos
com outros compostos incluindo polimeros (Akindoyo et al., 2018; Nedaipour, Bagheri
e Mohammadi, 2020) e 6xidos metélicos (Salarian et al., 2014; Vemulapalli et al.,

2020) vem possibilitando a obtencdo de materiais mais adequados para parte

bioldgica.
1 Capacidade de se ligar ao tecido 6sseo de forma estavel e funcional
2 Capacidade de servir como um arcabouco para o crescimento sseo
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Na literatura pode-se encontrar uma grande variedade de pesquisas que visam
melhorar as propriedades mecanicas dos fosfatos de caélcio, principalmente pela
elaboracdo de compdsitos utilizando 6xido de titanio (TiO2) (Amaravathy et al., 2014;
Kumar et al., 2013), 6xido de zinco (ZnO) (Fielding et al., 2019), alumina (Al203)
(Siqueira et al., 2017), e recentemente o pentdxido de niébio (Nb20s) (Demirkol, Oktar
e Kayali, 2014; Nascimento et al., 2011). Este ultimo 6xido, € um material que vem
chamando muita atencdo devido as suas propriedades, como baixa densidade,
auséncia de toxicidade (Nascimento et al., 2011), biocompatibilidade, além da alta
resisténcia quimica e mecanica (Mestieri et al., 2017; Nagarajan, Raman e Rajendran,
2010; Ramirez et al., 2011).

Estudos realizados com o pentoxido de niébio (Nb20s) evidenciaram sua
capacidade bioativa (Fernandes et al., 2012; Kushwaha et al., 2012), elencando-o
como um bom candidato para aplicacbes em revestimentos e reparo 0sseo
(Bergschmidt et al., 2011; Leitune et al., 2013), pois ele é capaz de promover um
elevado grau de adeséo e proliferacdo de osteoblastos® (Pradhan et al., 2016).

Para os fosfatos de célcio, em especial para a Hap existem trabalhos que relatam
a possibilidade de dopagem de sua estrutura utilizando ions de niébio, cuja analises
identificaram como sendo a espécie Nb>* (Korzeniewski e Witkowska, 2019). Foi
observado que a modificacdo da Hap com niébio conduz a materiais que apresentam
elevada viabilidade celular, frente a osteoblastos humanos (Capanema et al., 2015),
além de acao antibacteriana, anti-inflamatoria e reduzir a hemolise (Saranya e Prema
Rani, 2021).

Porém, mesmo apresentando propriedades importantes para aplicacbes em
meio bioldgico, a utilizacdo do niébio em biomateriais ainda € bastante incomum, onde
ainda ha na literatura poucos relatos sobre as melhoras nas propriedades,
principalmente para as caracteristicas mecanicas, que ainda nao foram amplamente
estudadas (Simomukay et al., 2016). Outro aspecto é que a caracterizacao estrutural
dos materiais a base de niébio em fosfatos de célcio é ainda escassa. Neste sentido,
na presente tese buscou-se obter diferentes biomateriais a base de fosfatos de calcio
com importancia biolégica modificados com nidbio através de dopagem ou formacao

de compdsitos com triniobatos de potassio ou hexaniobato de potassio.

3 Células responsaveis pela produgéo da parte organica da matriz 6ssea
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1.1. OBJETIVOS

1.1.1. Geral

Desenvolver materiais a base de fosfatos de calcio modificados com nidbio e

niobatos de potassio, afim de avaliar a capacidade antibacteriana dos materiais
obtidos.

1.1.2. Especificos

v

Sintetizar hidroxiapatitas dopadas com nidbio por co-precipitacdo partindo de
diferentes precursores de nidbio e avaliar o efeito da composicédo na atividade
anti microbiana frente a bactéria Gram positiva;

Sintetizar B-fosfatos tricalcicos dopados com niébio, por co-precipitacdo partindo
de diferentes precursores de nibbio e em composicdes distintas;

Sintetizar fluorapatitas dopados com nidbio, por co-precipitacédo e aplica-las na
adsorcao de tetraciclina e uso posterior como agentes anti microbianos;

Obter compdsitos baseados em hidroxiapatitas com triniobatos de potassio ou
hexaniobato de potassio em composi¢des variadas e a partir de diferentes rotas
de preparacao

Obter compdésitos baseados em beta-fosfato tricalcico e triniobato de potassio ou
com hexaniobato de potassio em composicdes variadas e a partir de diferentes
rotas de preparacéo

Caracterizar os diversos sistemas por técnicas estruturais e morfologicas.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. BIOMATERIAIS

Biomateriais incluem diferentes classes de materiais sintéticos ou naturais
aplicados para substituir partes de um sistema vivo ou para funcionar em contato com
os tecidos, a fim de restaurar a perda ou falha de uma estrutura biolégica, recuperando
sua forma/funcdo (Manzano e Vallet-Regi, 2012). Assim, os biomateriais possuem
boa estabilidade em meio biolégico, sem comprometer o0 ambiente biol6gico e ndo se
degenerar no processo (Huang, Lee e Loo, 2014), devendo ainda ter uma interface
livre de gerar toxicidade local ou sistémica (Khan et al., 2014). Segundo Hench (2013),

existem quatro classes de biomateriais, conforme sumarizado na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 Composicdo dos biomateriais

Tipo de materiais Biomateriais
. Polietileno, PMMA, poliéster, silicone, celulose, quitosana,
Polimeros .
quitina.
Metais e ligas Aco inoxidavel, liga de titanio, liga de cobalto e cromo.
- Alumina, zirconia, didxido de titanio, Pentoxido de nidbio ,
Ceramicas

Hidroxiapatita, 3-fosfato tricalcico.
Fibra de carbono, fosfato de céalcio-colageno, fosfato de

Compdsitos - :
calcio-quitosana.

Todos eles sdo extensamente utilizados, e representaram uma movimentacao
global estimada de 106,5 bilhdes de doélares em 2019, incluindo todos os
equipamentos de diagndstico e terapéuticos, sendo a maior demanda para aplicacées,
cardiovasculares, odontologas, oftalmoldgicas e ortopédicas. Sendo a area
ortopédica, a area de biomateriais que vem mais crescendo, devido ao aumento da
expectativa de vida, o que esta diretamente relacionada que os aumento dos casos
de osteoartrite, osteoporose e outros distlrbios musculoesqueléticos (Panebianco,
latridis e Weiser, 2021).

O crescimento populacional tem como consequéncia uma demanda maior por

produtos utilizados para a regeneracao de tecidos, principalmente o ésseo. No caso
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do Brasil, por exemplo, o Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE) estima
gue a populacdo com mais de 60 anos representara 32% da populacdo em 2060, o
que resultard numa maior demanda de biomateriais (BRASIL, 2020).

Dentre esses tipos de materiais, 0s ceramicos sao de interesse desta pesquisa,
e é importante destacar que quando eles sdo utilizados para finalidades de
substituicdo reparo de tecido 0sseo, sdo denominados de bioceramicas, e séo
classificadas mediante a resposta local que apresentam quando presentes em meio
biolégico, como pode ser observado na Tabela 2.2.

Tabela 2.2. Classificacao das bioceramicas.

Tipo de Interagcbes com Reacdo Implante- Exemplos
bioceramica os tecidos Tecido
. N&o ha interacdes Formacéao de ZircOnia, Alumina,
Bioinertes . . . . e
quimicas capsula fibrosa nitreto de silicio.
L Ligacéo interfacial Formacao de Hidroxiapatita,
Bioativas . . . o
com o implante apatita carbonatada Fluorapatita, biovidro
Dissolucéo, . . o
Lo ¢ Formacdo de uma  Aluminatos de calcio,
Reabsorviveis degradado por .
. nova camada 0ssea B-TCP
macrofagos

As bioceramica sdo consideradas como materiais inorganicos com estrutura
cristalina voltadas para aplicacdes em reparacao e reconstrucéo de tecidos doentes
ou danificadas. Elas sdo usadas a varios séculos, a exemplo do sulfato de calcio, a
qual ha relatos de sua utilizacdo desde o ano de 975 dC, a fim de auxiliar na
recuperacéo de ossos danificados (Dorozhkin, 2013).

E importante ressaltar que ndo é apenas a composi¢éo da bioceramica que lhe
confere as propriedades desejadas para aplicacdes clinicas, mas sim um conjunto de
caracteristicas. A seguir, serdo discutidos brevemente trés fatores que podem

influenciar nas caracteristicas das bioceramicas.

2.1.1. Biodegradacgéao

A biodegradabilidade é um fator crucial para que as bioceramicas sejam usadas
como materiais de implante (Prakasam et al., 2017). Alguns autores sugerem que a
taxa de degradacdo adequada de uma bioceramica utilizada clinicamente deve ser

similar a cinética de crescimento do tecido 6sseo, de modo a manter a estabilidade
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mecanica do local (Brauer, 2015). A evolucdo da degradacdo pode ser estudada
previamente in vitro, utilizando solucéo padronizadas, denominadas de fluido corporal
simulado (SBF), solucdo salina tamponada fosfatada (PBS) e cloridrato de tris-
aminometano (Tris-HCI), onde as taxas de degradacéo e o perfil de liberacédo de ions
dependem principalmente das propriedades quimicas e fisico-quimicas dos materiais
(Jung et al., 2018).

E importante salientar que mesmo em posse dos dados de degradac&o in vitro,
nao se pode supor que a degradacéo in vivo seguira o mesmo perfil, pois ocorrem em
sistema muito distintos, e por isso é dificil prever a degradacéo das bioceramicas em

sistemas in vivo.

2.1.2. Morfologia

Os tecidos que compdem o sistema biol6gico exibem uma grande variedade de
topografias cujas dimensdes podem variar de nanOmetros até micrémetros
(Pazhanimala, Vllasaliu e Raimi-Abraham, 2019). Desta forma, é preciso considerar
gue essas caracteristicas podem influenciar diretamente no comportamento das
células. De fato, muitas publicacdes versam sobre a importancia que a topologia dos
materiais exerce sobre o comportamento das células estaminais (Lane, Williams e
Watt, 2014), podendo influenciar a adeséo, migracao e diferenciacao; sugerindo que
o controle deste parametro pode ser uma estratégia para controlar e guiar o
comportamento celular (Natale, Ventre e Netti, 2014; Vandrovcova et al., 2012), como
foi observado por Edreira et al (2016) e Zhang et al (2017).

Contudo, mesmo sabendo que a topografia das bioceramicas pode
desempenhar um papel importante no comportamento celular, é preciso que mais
estudos sejam desenvolvidos, de modo a identificar a topologia ideal para os mais
diferentes tipos de aplicacdes, pois cada tipo de linhagem celular pode interagir de

maneiras distintas com a superficie das bioceramicas (Zhou, Wu e Chang, 2019).

2.1.3. Adsorcao de proteinas

As bioceramicas de fosfatos de célcio apresentam cargas em suas superficies,

o que lhes confere uma significativa interacdo com biomoléculas, a exemplo das
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proteinas (Kato, Lee e Nagata, 2020; Miyazaki, Masuda e Sakamoto, 2021), o que
também ja foi alvo de estudos tedricos (Huang et al., 2018; Wang et al., 2017; Zhao
et al., 2020).

Desta forma, quando as bioceramicas sao implantadas em um sistema vivo, as
proteinas presentes nos fluidos corporais sdo rapidamente adsorvidas de forma
espontanea em sua superficie (Lee, Loo e Rohanizadeh, 2014), mediando assim a
adeséo, proliferacédo, diferenciacao, sinalizacéo celular e uma respectiva regeneracao
tecidual (Huang, Lee e Loo, 2014; Peterson, Mohwald e Shchukin, 2012),
desempenhando, portanto, um papel fundamental no desenvolvimento de
biomateriais avancados para regeneracéo 6ssea.

Dentre os Varios tipos de proteinas que podem ser inseridas na superficie dos
fosfatos de célcio, as proteinas morfogenéticas do osso BMP-2 e BMP-7, sdo as mais
utilizadas, pois sdo capazes de induzir a transformacéo de células mesenquimais* em
tecido cartilaginoso ou 6sseo (Brigaud et al., 2017). Desta forma, a funcionalizacéo de
fosfatos de calcio, possibilitam a diferenciacao destas proteinas, a exemplo de Tasnim
(2012), que verificaram que a BMP-7 ou a BMP-2 melhoram o desempenho funcional
das células tubulares primérias renais humanas.

Ja Migliorini et al (2016) constataram que essas proteinas podem interagir com
0s receptores celulares para induzir a diferenciacdo osteogénica das células do
estroma da medula 6ssea; evidenciando assim a potencialidade dos biomateriais
baseados em fosfatos de caélcio.

2.2. FOSFATOS DE CALCIO

by

Os fosfatos de célcio sdo minerais pertencentes a classe dos fosfatos, que
podem ter em sua composicéo, anions como o orto (PO4%), meta (PO3z’), pirofosfato
(P207%), além de hidrogénio que pode ser encontrado como constituinte e dos ions de
calcio, dando origem a uma extensa familia de materiais. Estes compostos séo
conhecidos ha varios anos e se destacaram devido a sua notavel adaptabilidade
quimico-estrutural (Morgan et al., 2000; White et al., 2010), podendo formar uma
solucéo solida com varios elementos da tabela periodica (Hughes, 2015).

4 Células com propriedade de auto renovacgéo e capacidade de diferenciacédo
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Os fosfatos de calcio sdo materiais ceramicos de origem natural ou sintética, e

abrangem uma ampla familia de compostos, sendo alguns deles aplicados como

biomateriais. Uma classificacdo desses fosfatos em funcdo da razdo Ca/P esta

apresentada na Tabela 2.3.

Tabela 2.3. Classificacdo dos fosfatos de céalcio segundo a razdo Ca/P e solubilidade em agua. Fonte:

(Dorozhkin, 2013)

Material

Solubilidade
(25°C, g.L?)

Formula quimica

Grupo
espacial

Fosfato
Monocalcico
Monohidratado
(MCPM)
Fosfato
Monocalcico
Anidro (MCPA)
Fosfato
Dicalcico
Dihidratado
(DCPD)
Fosfato
Dicalcico
Anidro (DCPA)
Fosfato de
Calcico
Amorfo (ACP)
Fosfato
Octacalcico
(OCP)

a- Fosfato
Tricalcico
(a-TCP)
B-Fosfato
Tricalcico
(B-TCP)
Hidroxiapatita
(Hap)
Fluorapatita
(Fap)

Fosfato
Tetracélcico
(TTCP)

Ca(H2P04)2 H20

Ca(H2P04)2

CaHPO4.2H20

Cas(POa4)2nH20

Casg(HPOa4)2(POa4)4 5H20

a-Cas(POa)

B-Cas(POa4)

Ca1o(POa)s(OH)2
Caio(POa4)sF2

Caa(P04)20

Triclinico

Triclinico

Monoclinico

Triclinico

Triclinico

Monoclinico

Romboédrica

Hexagonal
Hexagonal

Monoclinico

A razao em mol entre os elementos calcio e fosforo (Ca/P) nos fofatos de calcio

influencia diretamente na solubilidade do material, conforme os dados na Tabela 2.3.

Desta forma, a solubilidade é um fator crucial para determinar o tipo de aplicagao, a
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exemplo do MCPM e do MCPA que sao pouco explorados na area de biomateriais
pois sdo muitos soluveis (Best et al., 2008). Ja os materiais menos solUveis sao
bastante explorados nesta area, como a a-TCP que é extensamente utilizado como
cimento 6sseo, 0 B-TCP para preenchimentos de defeitos e a Hap para recobrimentos.

Os fosfatos de calcio sdo altamente biocompativeis; caracteristica que foi
explorada por (Albee, 1920) quando relataram as primeiras aplicacdes dos fosfatos
de calcio. Os autores observaram que os fosfatos de calcio circundados por fluidos
biolégicos sado dissolvidos e permitem a liberagéo dos ions célcio e fosfato para o meio
podendo promover um processo de mineralizacao 6ssea (Epple et al., 2010).

Desde entédo, os fosfatos de calcio exibiram varias propriedades interessantes
para a area biotecnolégica (Guo et al., 2013), sendo amplamente utilizados na area
médica e odontologica, para as mais diversas aplicacdes, como no reparo de defeitos
0sseos, aumento de rebordo alveolar, coadjuvante na colocacdo de implantes
metalicos, regeneracdo guiada de tecidos 6sseos, reconstrucdo buco-maxilo-facial,
equipamentos percutaneos, reparo e substituicdo de paredes orbitais (Morgan et al.,
2000).

2.3. HIDROXIAPATITA - Hap

A Hap, Caio(PO4)s(OH)2, é um fosfato de célcio com razdo estequiométrica de
Ca/P igual a 1,67, que devido as caracteristicas de sua estrutura cristalina, possibilita
a interacdo com outras espécies quimicas, incluindo moléculas biologicamente ativas,
destacando-se como um potencial veiculo para a distribuicdo de agentes terapéuticos
(Ginebra et al., 2012; Kleiner, Wright e Wang, 2014).

A Hap também é utilizada como sensores para gases (Huixia et al., 2015),
sistemas de liberacdo controlada de farmacos (Rivas et al., 2018), catalisadores
(Usami e Okamoto, 2017), suportes cromatograficos (Sugo e Okuyama, 2018) e ainda
na adsorcdo de contaminantes incluindo corantes (Bensalah et al., 2020) metais

téxicos (lvanets et al., 2019) e farmacos (Oliveira et al., 2021b).

2.3.1. Estrutura da Hap
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A Hap ocorre em duas formas cristalinas, uma monoclinica e outra hexagonal. A
estrutura monoclinica (grupo espacial P21/b), apresenta parametros de rede a =
0,9421 nm, b = 2a e ¢ = 0,6881 nm (Hughes, 1996), sendo uma fase
termodinamicamente instavel (Boanini, Gazzano e Bigi, 2010).

Ja a estrutura hexagonal (grupo espacial P63/m) tem parametros de rede com a
= 0,9418 nm e ¢ = 0,6881 nm. Na estrutura hexagonal ha 10 ions calcio, que séao
coordenados de duas formas distintas, originando entdo 2 sitios ndo equivalentes,
sendo quatro atomos pertencentes ao sitio | (Ca I) e seis &tomos ao sitio Il (Ca Il)
(Boanini, Gazzano e Bigi, 2010). Os ions de calcio presentes no sitio | estdo
coordenados a 9 atomos de oxigénio pertencentes aos grupos fosfatos (PO4%), onde
6 deles estdo alinhados em colunas paralelas ao eixo ¢, formando um canal com um
diametro de 2,5 A (Fihri et al., 2017) e trés que estdo posicionados em colunas
paralelas aos canais de hidroxilas (Boanini, Gazzano e Bigi, 2010). Uma ilustracdo da

estrutura € apresentada na Figura 2.1.

Figura 2.1 Fase hexagonal da Hap.

©
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/Z}(' %) ©
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Os ions célcio do sitio Il (Ca Il) sdo coordenados por 7 oxigénios, formando um
antiprisma trigonal monocapa, sendo 6 deles pertencentes aos grupos fosfatos (PO4*
) e um deles a hidroxila (OH"). Os oxigénios do grupo fosfato estdo dispostos na
estrutura como poliedros ndo piramidais, de bases triangulares perpendiculares ao
eixo ¢, onde cada um deles esta rotacionado a 60° em relacdo ao poliedro posterior
(Terra et al., 2009), simulando a formagéo de um segundo canal com um diametro de
3-4,5 A, perpendicular ao eixo ¢ (Boanini, Gazzano e Bigi, 2010; Hughes, 1996),
abrigando em seu centro a hidroxila, que apresenta uma elevada mobilidade (Leeuw,
De, 2010).
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Devido a existéncia de dois sitios distintos de célcio, o material pode ter suas
propriedades estruturais modificadas dependendo do local ocupado pelo cation
dopante (Heimann, 2013). Segundo alguns autores, foi possivel concluir através de
simulagBes computacionais que, o sitio preferencial para a substituicdes catiénicas
pode variar dependendo da proporcéo de dopante adicionada. Para concentracdes de
até 1%, nota-se uma tendéncia para a substituicdo ocorrer no Ca(l), e conforme ha
uma elevagao na concentracdo, ha um aumento na tendéncia da ocupag&o ocorrer no
Ca(ll) (Ma e Ellis, 2008; Matos, Terra e Ellis, 2010; Terra et al., 2009). No entanto,
esse aspecto ainda ndo é de consenso na literatura, pois depende do ion que é

inserido na estrutura da Hap (Oliveira et al., 2021).

2.4. DEFEITOS

As estruturas cristalinas sdo definidas como cristais “perfeitos” que possuem
uma forma regular e repetitiva, cujos atomos estédo dispostos ordenadamente a longo
alcance formando uma estrutura tridimensional, descritos rigorosamente pelas redes
de Bravais (Seitz e Turnbull, 2009). Contudo, nas estruturas cristalinas ocorrem
imperfeicdes e defeitos, alterando as suas propriedades fisicas e mecanica (William
D. Callister e Rethwisch, 2013).

Estruturalmente, o defeito presente em um sdlido é considerado como uma
imperfeicdo na periodicidade da rede, ou decorrente da presenca de &tomos ou ions
nao contemplados na estrutura original do material (Seitz e Turnbull, 2009). A
classificacdo de imperfeicdes cristalinas é feita frequentemente de acordo com a
geometria ou dimensionalidade do defeito, e podem ser escritas em dois tipos basicos:
defeitos pontuais e defeitos extensos. Neste trabalho daremos énfase aos defeitos
pontuais, que sdo causados em uma pequena regido do cristal ou em pontos isolados

da estrutura, sendo classificado como: defeitos intrinsecos e defeitos extrinsecos.

2.4.1. Defeitos Intrinsecos

Os defeitos intrinsecos envolvem apenas os &tomos ou ions que constituem a

rede do cristal, podendo ser uma vacancia ou intersticio (Figura 2.2). As vacancias
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sao caracterizadas pela auséncia de uma espécie em sua posi¢ao original da rede.
Esse tipo de defeito pode ocorrer durante o processo de cristalizacdo, como
consequéncia das perturbacdes locais durante a nucleacédo e crescimento de um
cristal. Outra causa importante dessa imperfeicdo € o rearranjo atbmico de um cristal
ja existente, devido a mobilidade de seus atomos (William D. Callister e Rethwisch,
2013).

Figura 2.2 Conformag&o hexagonal da Hap com a presenca de defeitos

Vacancia

n

QA

Q

Intersticio

Ja os intersticios se dao pela ocupacdo de uma regido intersticial onde
normalmente ndo haveria nenhuma espécie, promovendo uma deformacao na rede,
de forma que haja uma expansao local para acomodar o novo atomo na rede.
Contudo, como os locais intersticiais na maioria dos sdlidos cristalinos sdo pequenos,
este tipo de defeito possui uma elevada energia e sao relativamente incomuns
(William D. Callister e Rethwisch, 2013). Em contrapartida, as vacancias estao
presentes em uma quantidade mais significativa, e sua presenca ocasiona uma
contracao local na rede, a fim de compensar a falta do atomo/ion.

Na Figura 2.3, pode-se observar a existéncia dos defeitos pontuais, vacancias

intersticial (O"i) presentes na estrutura da Hap (Matsunaga, 2010).
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Figura 2.3 Defeitos pontuais na estrutura da hidroxiapatita

Vacanciade P (V p)

Vacancia de Ca (V Ca)
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Oxigénio intersticial (0";)

2.4.2. Defeitos extrinsecos

Esses defeitos sdo caracterizados pela inser¢cdo de ions, denominados de
dopantes ou impurezas, na estrutura cristalina do material, causando imperfei¢cdes na
periodicidade da rede. A partir da semelhanca quimica que o dopante apresenta com
os ions do material, 0 mesmo pode ser acomodado em regides distintas na sua
estrutura resultando na ocupacéao por substituicdo ou intersticial (Shackelford, 2015).

A ocupacdao de um sitio substitucional preferencialmente ocorre quanto maior for
a semelhanca dos raios iénicos do dopante com o sitio ocupado por ele, reduzindo a
distorcdo causada na estrutura cristalina, resultando numa menor energia. De forma
anéloga, a carga do ion dopante também influencia diretamente na estrutura do
material, pois dependendo do valor, havera a existéncia de outros defeitos, a fim de
manter a neutralidade elétrica do sistema.

Os ions que possuem a mesma carga do ion da matriz, sdo denominados de
isovalentes, ja para os ions que possuem cargas elétricas distintas sdo chamados de
aliovalentes (Shackelford, 2015). Nesse tipo de substituicdo, ha ainda o surgimento
de uma peculiaridade, pois, como o sdélido acomoda o excesso ou deficiéncia de
cargas, faz-se necessario a existéncia de mecanismos de compensacao de cargas, a
fim de manter a neutralidade elétrica do sistema (William D. Callister e Rethwisch,
2013).

Para os defeitos intersticiais, as espécies dopantes preenchem o0s espacgos

vazios ou intersticios que existem entre os atomos da estrutura cristalina. Para este
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tipo de defeito o raio idnico da impureza deve ser substancialmente menor do que o
diametro dos atomos da rede. Normalmente, a concentracdo maxima permissivel para
0s atomos do dopante intersticial é baixa, sendo normalmente inferior a 15% (William
D. Callister e Rethwisch, 2013). Mesmo os &tomos com raios idnicos pequenos sdo
geralmente maiores do que os sitios intersticiais, causando deformacfes na rede
cristalina do material, que a depender da magnitude da modificacdo, pode ser
observada a partir do difratograma de raios X, Espectroscopia de infravermelho,
Espectroscopia Raman, entre outras técnicas.

2.5. Sintese da Hap

Vérias rotas de sintese da Hap estdo descritas na literatura, as quais séo
geralmente classificadas em métodos umidos e secos; com peculiaridades e formacao
de materiais com variadas morfologias, tamanhos, grau de pureza e composigao.
Devido a versatilidade das rotas de sintese, pode-se escolher a metodologia mais
indicada para a obtencdo do material com as propriedades desejadas, a fim de se

obter melhores resultados.

2.5.1. Métodos Umidos

2.5.1.1. Co-precipitacao

O método de sintese de Hap por co-precipitacdo na reag¢do entre 0s ions
constituintes presentes em uma solucéo originando o fosfato insollivel que pode ser
separado do meio reacional por filtracdo ou centrifugacéo. A reacéo de co-precipitacédo
para sintese da Hap depende de ajuste de parametros incluindo o pH que deve ser
alcalino, razdo Ca/P, controle de atmosfera, temperatura de sintese, envelhecimento
e agitacdo (Sadat-Shojai et al., 2013a).

As reacOes para a obtencédo da Hap envolvendo diferentes precursores estéo

listadas nas equacdes 2.1 a 2.7:

10Ca(OH); + 6H3P0O4 — Caig(PO4)s(OH)2 + 18H,0 Equacéo 2.1
10Ca(OH)2 + 6(NH4)2HPO4 — Calo(PO4)e(OH)2 +12NHs + 18H,0 Equagéo 2.2
10Ca(NOs3)2 + 6H3PO4 + 20NH4OH — Ca10(POa)s(OH)2 + 20NH4NO3z + 18H20 Equacéo 2.3
10Ca(NOs3)2 + 6(NH4)2HPO4 + 8NH4OH — Ca10(POa)s(OH)2 + 20NH4NO3z + 6H20 Equacdo 2.4
10CaClz + 6(NH4)2HPO4 + 8NH40OH — Ca10(PO4)s(OH)2 + 20NH4Cl + 6H20 Equacéo 2.5
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10CaCOs + 6(NH4)H2PO4 + 2H20 — Cai10(POa4)s(OH)2 + 3(NH4)2CO3 + 7H2COs3 Equacéo 2.6
6CaSO04 + 4Ca(OH)2 + 6(NH4)2HPO4 — Cai1o(PO4)s(OH)2 + 6(NH4)2SO4 +16H20 Equacéo 2.7

O método de sintese de Hap por co-precipitacdo apresenta algumas vantagens
frente a outros, pois as caracteristicas do material podem ser ajustadas através da
modificacdo dos parametros reacionais, como concentragdo de reagentes, taxa de
adicao, pH e temperatura (Lee et al., 2012; Okada e Furuzono, 2012). Outro parametro
gue pode ser ajustado neste método, é a composicdo da atmosfera reacional, pois a
auséncia deste controle, favorece a incorporacdo de carbonato na estrutura, dando
origem a um material carbonatado, mediante a substituicdo dos ions fosfatos e/ou das
hidroxilas.

A utilizacdo desta metodologia conduz a obtencdo de um material com baixa
cristalinidade e uma diversidade de morfologias (agulhas, placas, bastdes, hastes,

esferas) e tamanhos de particulas variando de 5-700 nm (Sadat-Shojai et al. 2013).

2.5.1.2. Solvotermal

A sintese solvotermal envolve a reagdo em agua ou em meio ndo aquoso em um
ambiente com temperatura e pressao elevadas, dentro de uma autoclave ou um vaso
reacional fechado (Sadat-Shojai et al., 2013a).

Utilizando esse método, a Hap obtida € geralmente estequiométrica e altamente
cristalina, como foi relatado por diferentes autores (Ma, 2019). Assim como alteracdes
de morfologia como Hap em fibras, esferas, bastdes ou placas com tamanhos
variando de 10 a 150 nm, em a temperatura e o pH sdo fatores experimentais
determinantes (Sadat-Shojai et al., 2013a). Ainda segundo alguns autores, a pureza
e a relagdo Ca/P podem melhorar significativamente com o aumento do tempo
reacional (Tsiourvas et al., 2011; Xu, Chen e Zhang, 2011; Zhang et al., 2011).

Na sintese hidrotermal, uma atencéo especial deve ser dada ao controle do pH,
pois a diversidade de morfologias € fortemente dependente deste parametro. Para
valores mais acidos, proximos de 4, os cristalitos crescem de forma rapida e
interligada, originando a formacao de fibras tridimensionais, com a presenca de outras
fases (DCPA, DCPD e OCP). Para meios levemente acidos, ha um crescimento

bidimensional gerando a formacéo de placas. Enquanto, em valores de pH elevados,
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€ observado um crescimento lento das particulas originando pequenas esferas ou
bastbes curtos (Sadat-Shojai et al., 2013a).
2.5.1.3. Sol-gel

O processo sol-gel € um método de mineralizacao a partir de alcoxidos, utilizados
em uma fase aquosa ou organica, seguida da maturacdo, gelificacdo, secagem e
calcinacdo (Montazeri, Jahandideh e Biazar, 2011). A utilizacdo desta metodologia
possibilita a mistura de reagentes em nivel molecular, melhorando a homogeneidade
quimica do material obtido (Montero, Sdenz e Castafio, 2009; Padmanabhan et al.,
2009), quando se compara com outras rotas de obtencao da Hap (Owens et al., 2016).

O material obtido por esse método, geralmente, exibe uma estrutura
estequiométrica com uma grande area superficial e tamanho de particula variando de
1 um e 50 nm dependendo do controle dos parametros reacionais (Ruban Kumar e
Kalainathan, 2010). Contudo, é importante ressaltar que a auséncia deste controle,
pode proporcionar o surgimento de fase secundaria, geralmente associada a presenca
de 6xido de célcio, o0 que a depender da aplicacao pode ser algo prejudicial, pois leva
a uma reducéo na biocompatibilidade (Eshtiagh-Hosseini, Housaindokht e Chahkandi,
2007).

2.5.1.4.Sonoquimica

A sintese da Hap via metodologia sonoquimica ocorre devido ao efeito da
cavitacao acustica, que promove o0 aquecimento local intenso, altas pressfes e taxas
de resfriamento extremamente rapidas (Pokhrel, Vabbina e Pala, 2016), favorecendo
cineticamente as rea¢cfes heterogéneas, dando origem a um produto nanométrico
com cristais uniformes, menores, mais puros e com uma minima taxa de aglomeracao
(Giardina e Fanovich, 2010). Devido ao reduzido tamanho de particulas ha um
aumento significativo da cinética de sinterizacéo, decorrente da maior area superficial,
e respectiva melhora em suas propriedades mecanica (Sadat-Shojai et al., 2013a).

Segundo Utara (2015), esta metodologia requer um fino ajuste de alguns
parametros, a irradiagdo e o pH do meio, pois influenciam na formacao das particulas

da Hap.
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2.5.2. Métodos secos

2.5.2.1. Combustao

O meétodo de combustéo envolve o uso de reacdes exotérmicas para produzir
uma variedade de pds-ceramicos, sendo considerado um método promissor para a
preparacdo de nanocristais (Aghayan e Rodriguez, 2012; Sasikumar e
Vijayaraghavan, 2008). O principio desta técnica advém dos conceitos termoquimicos
utilizados no campo da quimica de propelentes e explosivos. As principais
caracteristicas desta rota é a possibilidade de obtencédo de p6s com alta pureza em
uma Unica etapa de operacao e utilizacdo de reagentes de baixo custo (Ghosh et al.,
2011).

Assim como outros produtos, a obtencdo da Hap envolve uma reacdo redox
exotérmica muito rapida entre espécies oxidantes e um combustivel organico
adequado (Batista et al., 2020; Canillas et al., 2017), que quando misturados e
expostos a uma fonte térmica, o combustivel é inflamado liberando energia térmica, o
gue resulta em uma reacao que se auto propaga e garante assim a cristalizacdo. Apés
0 processo de combustdo, ha um resfriamento rapido da mistura, induzindo a
nucleacdo maxima e evitando qualquer crescimento adicional das particulas. O
produto resultante deste sistema €, geralmente, um aglomerado de particulas muito
finas variando de 20 nm a 120 nm (Sadat-Shojai et al., 2013a)

2.5.2.2. Mecanoquimica

A sintese mecanoquimica € caracterizada pela utilizacdo da energia cinética,
produzida através da moagem dos reagentes, que promove a ocorréncia de
modificacdes quimicas e estruturais, através da quebra e formacdo de ligacdes,
decorrentes da alta pressdo e aumento da temperatura, 0 que contribui para uma
melhor interagéo molecular entre os reagentes (Mateti et al., 2021).

Esta metodologia € empregada geralmente sem a utilizagdo solvente, podendo
ser executada manualmente com uso de almofariz e o pistilo (Takacs, 2013). E
considerado como uma metodologia simples para a obtencdo de varios materiais,

possibilitando o aumento da homogeneidade e do tamanho de particula.
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As rotas de sinteses descritas anteriormente e seus aspectos favoraveis e

desfavoraveis, aléem do tamanho de particula e morfologia estdo sumarizadas na

Tabela 4, e Figura 2.4.

Tabela 2.4. Comparacéo das rotas de obtencéo da Hap

Método Pontos positivos

Pontos negativos

Amplo controle dos

Co-precipitagao parametros da sintese

Alta cristalinidade,

Hidrotermal S
produto estequiométrico
Produto
Sol-gel estequiométrico, elevada

area superficial
Produto manométrico,
alta cristalinidade
Baixo custo, alta
cristalinidade

Sonoquimica
Combustéo

Mecanoquimica Baixo custo

Longo tempo reacional

Elevado custo, auséncia de
controle dos parametros de
sintese

Presenca de fase
secundaria

Transmissao de pouca
energia
Auséncia de controle dos
parametros de sintese
Presenca de fase
secundaria

Figura 2.4. Tamanho de particula e morfologia da Hap obtida por varios métodos de sintese
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2.6. REACOES DE SUBSTITUICAO EM Hap

A estrutura da Hap permite a ocorréncia de substituicbes idnicas em todos o0s
seus grupos constituintes (Ca?*, PO4*> e OH’), e na ocorréncia de uma substituicao,
tal acdo afeta varias caracteristicas do material em questdo, como os parametros de
rede, morfologia, cristalinidade, solubilidade, estabilidade térmica, dentre outros. As
trocas catidnicas podem ocorrer com ions mono (Na*, K*) (Chen, G. et al., 2017;
YOKOTA, HONDA e AIZAWA, 2017), di (Pb?*, Cd?*, Cu?*, Zn?*, Sr?*, Co?* ou Fe?*)
(Ma et al., 2020; Mariappan et al., 2017), tri (Eu3*, Y3*, Tb3*, Gd3*, Dy3*) (Ignjatovi¢ et
al., 2019), tetra (Ti**,) (Piccirillo e L. Castro, 2017) ou mesmo pentavalentes (Nb>*)
(Capanema et al., 2015).

De forma andloga, as substituicbes anidnicas também podem ocorrer com varias
espécies. Para a hidroxila, as substituicbes mais comuns é a troca pelo cloreto (ClI")
ou fluoreto (F), originando assim a clorapatita e a fluorapatita, respectivamente. Para
o sitio do fosfato também hé& diversas substituicbes possiveis, dentre elas a troca pelo
arseniato (AsO4*) e vanadato (VO4%), silicato (SiO4%) ou carbonato (COs?") (Boanini,
Gazzano e Bigi, 2010). Dentre estas possibilidades de substituicbes, esta ultima pode
ocorrer em ambos 0s sitios anidnicos, seja ela na hidroxila ou fosfato, originando
assim a carbonapatita do tipo A ou do tipo B, respectivamente, além da possibilidade
de ocupacéo dos dois sitios de forma simultanea, como foi demonstrado (Landi et al.,
2010; Zyman e Tkachenko, 2011).

Como foi mencionado anteriormente, cada modificacéo realizada na estrutura do
material, ocasiona modificacbes em suas propriedades, a exemplo do espectro de
absorcao no infravermelho, pois as substituicées do Tipo A apresentam absor¢cdes na
regido de ~1540, e ~880 cm™, ja as substituicdes do Tipo B apresentam absorcdes
em ~1455, ~1413 e ~874 cm'! (Benataya et al., 2020). E importante destacar que a
Hap estequiomeétrica (Ca/P = 1,67), ndo é adequada para aplicacbes que visam
substituicdes Osseas, pois é dificimente degradada no ambiente biolégico,
permanecendo por um longo tempo, sendo entdo suscetivel a falhas de longo prazo.

Desta forma, a obtencdo das hidroxiapatitas carbonatadas, por vezes, é
escolhida, uma vez que apresenta propriedades promissoras para aplicacbées em
enxertos e suportes 6sseos, devido a sua semelhanga quimica com a apatita biolégica
(Lala et al., 2013).
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2.7. FLUORAPATITA

A Fap, Caio(POas)sF2 (Figura 2.5), semelhante & Hap possui uma razao
estequiométrica Ca/P igual a 1,67 e é um fosfato de célcio pertencente a familia das
apatitas. A estrutura hexagonal (grupo espacial P63/m) possui 0s parametros
cristalograficos: a = 9,368 A, e ¢ = 6,884 A (Boanini, Gazzano e Bigi, 2010). Devido a
presenca dos ions de fldor, ha uma reducdo nos parametros de rede a e b, em
comparacao as outras apatitas, o que proporciona uma reducéo da energia do cristal,
resultando em uma estrutura mais estavel, e quimicamente mais resistente a ataques

acidos, reduzindo significativamente sua solubilidade (Sadat-Shojai et al., 2013a).

Figura 2.5. Estrutura da fluorapatita . Fonte (Jay, Rushton e Grimes, 2012)
b

As aplicacbes da Fap abrangem a area médica, e principalmente a
odontoldgica, mas também é utilizada na catélise (Gangu et al., 2016; Gruselle, 2015),
liberacdo controlada de farmacos (Bozari e Eavani, 2021; Zeng et al., 2017), na
adsorcao de metais pesados (Billah et al., 2021) e de corantes (Nasr et al., 2021).

A Fap apresenta biocompatibilidade e elevada capacidade bioativa, além da
capacidade de liberar ions fluoretos para o ambiente, 0 que é uma caracteristica
benéfica, pois foi evidenciado que este ion é capaz de acelerar a cristalizacao do
fosfato de calcio, bem como a mineralizagéo 6ssea (Kleerekoper, 1996). Ha também

evidéncias de que quando utilizado no tratamento da osteoporose, o F-pode estimular
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diretamente a formacdo 0ssea no local, aumentando assim sua densidade (Yao e
LeGeros, 2010).

Também ja foi relatado que a liberacdo de ions fluoreto de substitutos 6sseos
aumentou consideravelmente a proliferacdo e diferenciacdo de células
osteoprogenitoras in vitro (Gentleman et al., 2013; Li et al., 2015), além de possibilitar
um ligeiro aumento na atividade da fosfatase alcalina (ALP), um importante marcador
para o crescimento 6sseo (Borkowski et al., 2020).

A devido a sua acgédo, a liberacdo de flor € uma das principais estratégias
utilizadas na odontologia para o tratamento de céries. O esmalte presente nos dentes,
possui em sua composicao hidroxiapatita carbonatada, que geralmente apresenta
uma significativa solubilidade em pH bucal, principalmente devido aos habitos
alimentares, e uma ma higienizacdo bucal. Como a estrutura da Hap é susceptivel
trocas anibnicas, realiza-se a substituicdo das OH- por F, essa troca tem importancia
clinica, pois a fluorapatita € menos soltvel que a hidroxiapatita, o que confere a ela
uma maior resisténcia ao ataque acido produzido por microorganismos cariogénicos
(Chen e Wang, 2010)

Mansoorianfar et al. (2020), igualmente concluiram que a substituicdo das
hidroxilas por fluoretos é responsavel pela menor solubilidade do material, pois o flior
transforma gradativamente a hidroxiapatita carbonatada em fluorapatita, aumentando
sua densidade (Pajor, Pajchel e Kolmas, 2019), alterando a dinamica do processo de
desmineralizagédo/remineralizacdo (Chen et al., 2006).

2.7.1. Sintese

Assim como a Hap, a fluorapatita também pode ser obtida por métodos secos e
umidos, e cada uma destas metodologias de sintese conduz a materiais com
diferentes morfologias e tamanhos de particulas. A exemplo de Mofrad et al (2018),
gue utilizaram a rota mecanoquimica e obtiveram a Fap apos 48 h de processamento
de uma mistura de CaO, P20s e CaF2 em um moinho de bolas. O processo foi
realizado utilizando uma velocidade de rotacdo de ~260 rpm, e conduziu a um material
pouco cristalino, formado por pequenas particulas aglomeradas, de formato

semicirculares, medindo de 20 a 40 nm.
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Bulina et al (2020), utilizaram como precursores CaHPO4 + CaO + CaF: e
propuseram uma nova abordagem para essa rota de sintese. Tal abordagem consistia
no grande aumento da velocidade de rotagcéo de 1800 rpm por 30 minutos. Ao final do
processo, foi obtido um material monofasico, cristalino e com particulas de ~ 25 nm.

Dahlan et al (2020), realizaram a sintese da Fap por via sonoquimica utilizando
CaO + H3PO4 + NH4F, utilizando uma poténcia de 200 W por 30 minutos, conduziu a
formacéo de pequenas particulas aglomeradas, medindo de 68-117 nm. Pela rota
hidrotérmica, Taheri et al (2015) utilizaram Hap comercial + HNO3 + NaF a 70°C e 1
atm, o que levou a obtenc&o de um material cristalino, formado por bastbées medindo
~170 nm de comprimento e 27 nm de largura.

Pela rota sol-gel, Manafi et al (2020) utilizaram Ca(NO3)2.4H20 + (C2Hs0)3PO +
NHaF, resultando na obtencdo de um material monofésico e cristalino, composto por

pequenas particulas nanomeétricas aglomeradas, com tamanho variando de 23-30 nm.
2.8. B-Fosfato tricalcico (B-Cas(PQOa4)2)

O B-TCP (B—Cas(P0Oa4)2) € uma bioceramica polimorfica que também possui uma
composicdo quimica semelhante ao tecido ésseo natural (Smith et al., 2017). Além
disso, apresenta caracteristicas similares aos compostos pertencentes a familia dos
fosfatos de calcio, como osteocondutividade, bioatividade e biodegradabilidade, e por
esta razao, ele é extensamente utilizado no reparo de defeitos ésseos (Hoover et al.,
2017; Park et al., 2017), o que lhe confere um lugar de destaque em aplicacbes na
area médica (Yang et al., 2014).

O B-TCP apresenta 3 formas alotropicas (a, B e y), que podem variar a partir das
temperaturas de transicdo, que vao de aproximadamente 1120 a 1470 °C (Figura 2.6)
(Guastaldi e Aparecida, 2010). Contudo, apesar da possibilidade de formacgé&o destas
fases, apenas as fases a e 3 sdo exploradas como biomateriais (Al-Sanabani, Madfa
e Al-Sanabani, 2013), pois a fase y s0 é formada em temperaturas acima de 1430 °C,
porém, € convertida quase instantaneamente para a fase a no momento do
resfriamento, quando atinge a temperatura de transicao.

Figura 2.6. Variacdo das fases alotrépicas do 3-TCP.

1120 - 1180°C o
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Vale destacar que as aplicagbes biomédicas utilizando o a-TCP ndo tem sido
muito abrangente, restringindo-se, principalmente, a area de cimentos 6sseos, devido
a solubilidade (Douglas et al., 2018; Roozbahani et al., 2017), podendo dificultar a
formacao Ossea.

Dentre as 3 formas alotropicas, o B-TCP é o material que possui a melhor relacao
degradacéo/absorcéo, apresentando-se como um Otimo candidato para aplicacbes
que envolvem o crescimento e manutencdo de um novo tecido 6sseo, facilitando o
processo de osteoconducéo (Bernstein et al., 2013; Bohner, Santoni e D6belin, 2020).
Ainda segundo Chappard et al (2010), este material é reabsorvivel num prazo de 6 a
9 meses, apOs a implantacdo, conforme demonstrado em estudos histolégicos em
animais e humanos.

A utlizacdo do B-TCP tem sido relatada em véarios estudos médicos e
odontdlogos, tanto em experimentacdo animal (Xu et al., 2017) como clinica (Hernigou
et al., 2017). Assim como a Hap, este material também apresenta interacdo com
outras espécies quimicas, e devido a essa caracteristica, o B-TCP é aplicado como
carreador de medicamentos, como sinvastatina (Cruz et al., 2020), gentamicina,
vancomicina (Jiang et al., 2021) e tetraciclina (Luginbuehl et al., 2010) e também
fatores de crescimento como o péptido modular (MVEGF), e a proteina morfogenética
O0ssea 2 (MBMP-2) (Lee et al., 2021).

No ambito odontdlogo, suas aplicagdes sao relativamente limitadas devido a sua
solubilidade, e geralmente se restringe a tratamentos periodontais, de fissuras
palatinas e preenchimento de defeitos 6sseos (Araujo, Lilienberg e Lindhe, 2010;
Marukawa et al., 2011). Na ortopedia, o B-TCP pode ser utilizado no reparo de varios
segmentos 0sseos, como fémur (Wang et al., 2013); calota craniana (Bothe et al.,
2018), fibula, falange, acetabulo (Tanaka et al., 2017), dentre outros; evidenciando

assim a versatilidade de aplicacdes.

2.8.1. Estrutura

O B-TCP apresenta-se no sistema romboédrica (grupo espacial R3c, Z =21) com
parametros de célula unitaria (a=b=10,35A, c=37,63A, a=p=90°ey=120°). A
grande célula unitaria do B-TCP contém 21 unidades do Cas(POa): totalizando 273

atomos. A estrutura apresenta ainda cinco formas distintas de coordenacao para 0s
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fons Ca?*, originando entéo 5 sitios ndo equivalentes, sendo estes o sitio | (Ca ), sitio
Il (Ca Il), sitio Il (Ca lll), sitio IV (Ca IV) e sitio V (Ca V), e trés atomos de fosforo,
denominados de P(l), P(ll) e P(lll) (Bohner, Santoni e Ddbelin, 2020).

O Ca (I) é coordenado a 7 oxigénios, o Ca (llI) e o Ca (lll) por 8, e nenhum deles
possui elemento de simetria. O Ca (IV) esta coordenado por 3 oxigénios, formando
um tetraedro achatado ao longo do eixo ¢ (Choi e Kumta, 2007; Yashima et al., 2003).
O Ca (V) é coordenado por 6 oxigénios, possuindo uma simetria octaédrica (Jay et al.,
2011).

A estrutura cristalina do B-TCP pode ser descrita pela existéncia de duas colunas
(A e B), com cristalografias distintas e independentes ao longo do eixo c. A coluna A
que esta no centro do eixo de rotacao, e € composta por —P(1)Os—Ca(IV)O3 — Ca(V)Oes.
A coluna B esta disposta em uma rotacao espiral, levando a formacédo de um canal,
formado por —P(111)O4 — Ca(l)O7 — Ca(lll)Os — Ca(ll)Os — P(I1)O4 — Ca(l) — Ca (Ill) (Jay

et al., 2011). Os diferentes poliedros de Ca?* no B-TCP sdo mostradas na Figura 2.7.

Figura 2.7. Coordenagdes dos diferentes sitios de Ca?* na estrutura do B-TCP. Fonte: Jay,

2012.
2 ~
o ) v\/
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Ainda segundo Yashima et al (2003), esses poliedros apresentam diferentes
tamanhos, decorrentes do comprimento da ligacdo Ca—O, cuja ordem segue a
sequéncia Ca (V) < Ca (l) < Ca (ll) < Ca (IV) < Ca (lll). E importante ressaltar que a
coluna A apresenta uma compactacao inferior quando comparada a coluna B (Figura
2.8), e consequentemente, possui uma densidade significativamente inferior, devido a
isso, 0s ions de calcio deste sitio sdo preferencialmente substituidos por outros

elementos (Yoshida et al., 2006), em comparacao aos ions de Ca?* da coluna B.

45



Figura 2.8. Estrutura cristalina do B-TCP ao longo do eixo c. Fonte: Yoshida et al. 2006 — modificado.
Coluna B Coluna A

P(Il)
............ % P()

P(l)
Ca(lv)
Eixo c

ca(V)

ca(l)
ca(lll)
Ca(ll)

P(Il)
P()
P(lln)
Vacancia - Ca (IV)
Ca(l)
Ca(lln)

Ca(V
ca(ll) av)

- P()

Ainda segundo alguns autores, coluna A € o local energeticamente mais
favoravel para a ocorréncia de substituicbes, pois todos os sitios de calcio estédo
totalmente ocupados pela presenca dos respectivos atomos, exceto o sitio de Ca (V).
Este sitio se repete 6 vezes na estrutura, e destes sitios, apenas 50% destes estédo
de fato ocupados por atomos de célcio. Ainda segundo Jay et al (2011), esta meia
ocupacao esta em um padrdo de repeticdo de 1/3, 2/3 ao longo do eixo ¢, desta forma,
consideram que a estrutura B-TCP é feita de dois regides, um com uma razdo molar
Ca/P de 60/42 = 1,429, e outra com uma razdo molar Ca/P de 66/42 = 1,571. O que
corrobora com os estudos computacionais desenvolvidos por Matsunaga et al (2015)
e Yin et al (2003).

2.8.2. SINTESE DO B-TCP

Da mesma forma que a Hap, o beta fosfato tricalcico pode ser obtido por rotas
umidas e secas, contudo, ndo pode ser diretamente sintetizada por precipitacdo em
ambiente aquoso (Chaair, Labjar e Britel, 2017), pois necessita de um tratamento

térmico, o que é uma caracteristica intrinseca deste material.
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Desta forma, as rotas secas sdo muito difundidas na literatura, pois possibilitam
a obtencdo do B-TCP em apenas uma etapa. Contudo, o uso das rotas Uumidas,
utilizando tratamentos térmicos a fim de converter as possiveis apatitas formadas
durante o processo de sintese, em B-TCP, é descrito, porém geralmente, é associada
a presenca de outras fases.

Mirhadi et al. (2011) sintetizaram B-TCP por co-precipitacdo utilizando
Ca(NO3)24H20 e (NH4)2HPO4, como mostra a equagédo 2.8, e posteriormente
calcinaram o material obtido a 700°C por 2 horas.

(NH4)2HPO4 + 3Ca(NO3)2.4H20 — Caz(POs)2 + 6NH4NO3 + 4H20 Equacao 2.8

As caracterizacdes indicaram que material obtido era composto por particulas
aglomeradas sem forma definida medindo de 80 a 150 nm, com presencga de Hap.
Sanosh et al. (2009) obtiveram B-TCP pela rata sol-gel utilizando Ca(NO3)2.4H20

e KH2PO4, como mostra a equacao 2.9.

3Ca(NOs3)2.4H20 + 2KH2POs4 — Caz(POas)2 + 6NHsNOs + 6H20 Equacéo 2.9

O material resultante foi calcinado a 800°C por 30 minutos, dando origem
particulas com tamanhos variando de 70-80 nm, com a presenca de fase secundaria
nao identificada pelos autores.

Ruiz-Aguilar et al. (2018) também fizeram uso da rota sol-gel, utilizando
Ca(N0s3)2.4H20, &cido citrico (CeHsO7) e 0 (NH4)2HPO4. O material resultante foi
tratado a 900 °C durante 3 horas, dando origem a um material com mais de uma
morfologia, e tamanhos variando de 260-1000 nm, com a presenca de Ca2P207.

Igbal e Kadir (2017) fizeram uso da rota via hidrotermal assistida por micro-ondas
para obter o B-TCP partindo de Ca(NO3)2.4H20 e (NH4)2HPO4. O pé obtido foi
irradiado por 10 minutos sob uma poténcia de 800 watts. Ao final deste processo, 0
po6 obtido foi calcinado a 1000 °C por 2 horas, dando origem a B-TCP com a presenca
de uma segunda fase nao identificada pelos autores.

Em outro estudo, Bovand et al (2018) descrevem a sintese da p-TCP sob uma
temperatura de calcinacéo inferior as que normalmente sdo aplicadas para a obtencéo

de um material sem a presenca de fases secundarias. Os autores utilizaram a co-
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precipitagdo partindo do Ca(NO3)2.4H20, (NH4)2HPO4 e do acido citrico em pH 7,5

ajustado com hidroxido de aménia, como mostra a equacao 2.10.

3Ca(N0O3)2.4H20 + 2(NH4)2HPO4 + CsHsO7 — Cas(POa4)2 + 25H20 + 6CO2 + 5N2 Equacao 2.10

Ao final da adicdo dos reagentes, o sistema foi transferido para um forno micro-
ondas e irradiado por 50 segundos a 900 Watts. O solido resultante foi calcinado a
850 °C por 2 horas, levando a formacé&o de um material monofasico, com particulas
uniformes medindo aproximadamente 200 nm.

De forma similar ao que acontece com a Hap, o B-TCP também possibilita
substituicdes em todos os seus grupos constituintes (Ca?* e PO4%), o que também
afeta varias caracteristicas do material, a exemplos 0s espectros vibracionais
(Meenambal et al., 2014; Quillard et al., 2012), potencial bioativo (Ferreira et al., 2018),
osteocondutividade (Tao et al., 2020).

Meenambal et al (2014) avaliaram por refinamento Rietveld a insercdo de ions
La3* na rede cristalina de B-TCP. Os resultados do refinamento indicaram que a
ocupacéo preferencial de La®* ocorre no sitio Ca (Ill) com NC = 8, devido ao elevado
namero de coordenacao deste sitio. Ainda segundo os autores, a modificacdo com
fons divalentes que possuem raios ibnicos menores que o Ca?* a exemplo do Cu?*,
Zn’* e o Mg?*, ocorre preferencialmente no sitio Ca(V), jA que o mesmo possui as
menores distancias de ligacdo, o que também foi observado por Ananth et al (2015) e
Kawabata et al (2015).

De modo geral, as modificacdes propostas para esse tipo de material, sdo
realizadas, de modo a ampliar suas potencialidades, a exemplo da utilizacdo de
oligoelementos essenciais, como Si**, Zn?*, Li*, Mg?*, Sr?*, Fe3*, Cu?* (Fadeeva et al.,
2021; Saleh e Alameri, 2021; Vahabzadeh, Hack e Bose, 2017; Yuan et al., 2021). As
modificacdes realizadas com esses oligoelementos sdo bastante exploradas na area
de biomateriais devido as fungbes especificas que esses elementos desempenham
em processos biologicos apos a implantacdo (Boanini, Gazzano e Bigi, 2010),
podendo promover um sinergismo entre as propriedades do fosfato do calcio e da

espécie inserida.
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2.9. MATERIAIS LAMELARES

Os compostos lamelares sao materiais cristalinos, formados por folhas, placas
ou lamelas constituidas por interacbes covalentes, que sédo organizados de forma
tridimensional através do empilhamento de varias unidades ao longo de um dos eixos
cristalograficos, conforme ilustrado na Figura 2.9. Esse empilhamento ocorre
geralmente de forma altamente organizada, e € mantido devido a forcas de van der
Waals, interacfes eletrostaticas ou ligacdes de hidrogénio, ndo havendo entdo, um
contato fisico direto entre essas placas, existindo assim um espacamento entre elas,

que é denominada de distancia interlamelar.

Figura 2.9. Estrutura de um material lamelar

Espessura da Lamela _

i Distancia interlamelar

Espagamento basal

Uma peculiaridade destes materiais € que a composicdo quimica de suas
lamelas pode ou nédo originar uma carga elétrica liquida em sua superficie, originando
assim duas classes de materiais lamelares, os neutros e os carregados. Entre os
sélidos lamelares neutros estédo o grafite (Seiler et al., 2018) e alguns argilominerais,
como o talco (Claverie et al., 2018) e a caulinita (Jikan et al., 2017). Ja os compostos
lamelares que possuem carga (Figura 2.10) sdo classificados em catiénicos os que
possuem lamelas carregadas positivamente, a exemplo dos hidroxidos duplos
lamelares (Bukhtiyarova, 2019) e os anidnicos que possuem lamelas carregadas
negativamente, a exemplo, dos niobatos lamelares e alguns argilominerais como a

montmorillonita (Oliveira et al., 2021b) e vermiculita (Santos et al., 2016).
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Figura 2.10. Organizacdo dos materiais lamelares com lamelas carregadas a) negativamente e b)
positivamente

Nestes dois casos, as regides interlamelares séo preenchidas por ions de carga
oposta a da lamela, o que garante a neutralidade do sistema. Esses ions podem estar
na forma hidratada ou anidra e apresentam certa mobilidade, podendo ser trocados
de forma estequiométrica por outras espécies carregadas de mesma ou diferente
carga, ou como também acomodar moléculas neutras organicas de diferentes

funcdes, gerando assim novas possibilidades de aplicacdes (Thiebault et al., 2019).

2.10. NIOBIO

O nibbio, cuja configuracédo eletrénica no estado fundamental é [Kr] 4d* 5st,
apresenta cinco elétrons em sua camada de valéncia, o que lhe confere uma rica
quimica redox através de varios estados de oxidacao que podem variar de +1 a +5,
sendo o ion Nb°" a espécie mais estavel. Devido as elevadas cargas que pode
apresentar, € considerado como um &cido duro segundo o conceito de Pearson,
podendo ser complexado por ligantes duros como os ions O%, OH" e o F (Goldfarb,
2014). Ainda devido a sua rica quimica redox, e a depender do tipo de ligante
envolvido, o Nb pode ocorrer em simetrias tetraédrica ou octaédrica, apresentando
variagdes no tamanho de seu raio covalente (Schlewitz, 2009).

Atualmente, as trés maiores reservas exploradas de niébio no mundo estéo
localizadas no Brasil, nas cidades de Araxa/Minas Gerais; Cataldo e Ouvidor/Goias e
no Canada em Saint Honoré/Quebec. Adicionalmente, como foi demonstrado Lira
(2016) a Paraiba também pode ser elencada como uma potencial produtora de nidbio;
em suas pesquisas constataram a presenca da tantalita no municipio de Juazeirinho,

que apresentou um composicdo de aproximadamente 25% de Oxido de niobio,
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evidenciando que a regido possibilita uma atividade mineral com viabilidade
econdmica.

Segundo a secretaria de geologia, mineracéo e transformacéo mineral, o Brasil
detém as maiores reservas mundiais de niébio, representando cerca de 98,2%
(BRASIL, 2020), que sdo exploradas por trés empresas a Companhia Brasileira de
Metalurgia e Mineracdo (CBMM) que produz liga ferro-nidbio, ligas especiais de
niodbio, nidbio metalico e 6xido de nidbio; a Mineracdo Cataldo de Goias Ltda, que
produz liga ferro-niébio e a Mineragcdo Taboca que produz uma liga metélica ferro-
niobio-tantalo.

Ser o detentor de praticamente todas as reservas naturais, situa o Brasil numa
posicdo estratégica para a comercializacdo deste metal, e de acordo com a
Companhia de Pesquisa de Recursos Minerais (CPRM), a exportacdo do minério
aumentou 110% em 10 anos, passando de 33.688 toneladas em 2003 para 70.948
em 2013, totalizando um montante de aproximadamente 3,6 bilhdes de reais (BRASIL,
2020).

Atualmente este metal possui varias aplicacdes em diversas atividades
econbmicas, desde a siderurgia a até aplicacbes médicas. A exemplo de ligas de Nb-
Ti-Zr que foram desenvolvidas para implantes ortopédicos (Ji et al., 2021), quando
associado com estanho ou estroncio, a liga exibe um comportamento semelhante a
um supercondutor (Shimizu et al.,, 2018; Xu et al., 2017) possibilitando o
desenvolvimento de sistemas para armazenamento de energia, ou até mesmo na
degradacdo de compostos utilizados como armas quimicas, a exemplo de um analogo
do gas mostarda (Carniti et al., 2014), evidenciando assim as possibilidades de

aplicacoes deste metal.

2.10.1. Niobatos

Os niobatos sdo compostos ceramicos baseados principalmente em ligacbes
Nb-O. Eles sdo considerados como uma importante classe de materiais, possuindo
uma ampla aplicagdo na industria quimica, principalmente para processos cataliticos
e dispositivos para armazenamento de energia (Kang et al., 2021; Tarselli, 2015; Yang

et al., 2020). Esses compostos apresentam uma grande variedade de estruturas, a
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exemplo dos de composicao lamelares, o que lhes confere varias propriedades, como
a capacidade de troca ibnica e a intercalacéo e esfoliacao.

Estudos recentes indicam que o0s niobatos também apresentam elevada
biocompatibilidade, elencando-os como possiveis candidatos a aplica¢des clinicas, a
exemplo do niobato de litio, que também demonstrou possuir agcdo antimicrobiana
contra organismos resistentes (Kumaraswamy et al., 2018), bioatividade (Vilarinho et
al., 2014), elevados niveis de adeséao e proliferacdo de osteoblastos (Carville et al.,
2015; Chen, W. et al., 2017), fibroblastos (Mandracchia et al., 2018; Marchesano et
al., 2015), além da capacidade de promover a proliferacéo e diferenciacdo de células-
tronco mesenquimais em uma linhagem osteogénica ou adipogénica (Li et al., 2015).
De forma analoga o niobato de sodio e potassio também apresentaram elevada
biocompatibilidade, e a capacidade de adsorcao de proteinas, podendo favorecer um
aumentando significativo na taxa de proliferacdo de osteoblastos (Chen, W. et al.,
2017).

Nesta pesquisa foram utilizados dois niobatos com estruturas lamelares, o
KNbs3Os e 0 KaNbeO17 que terdo suas estruturas esfoliadas, e servirdo de substrato

para o crescimento dos cristais de fosfatos de calcio utilizados nesta pesquisa.

2.10.2. Niobatos lamelares

Os niobatos lamelares sdo compostos formados pela conexdao de octaedros
(NbOs) dando origem as lamelas negativamente carregadas. A cargalamelar negativa
€ contrabalanceada pela presenca de cations na regido interlamelar, como o K*, Rb*
ou Cs*, que podem ser substituidos parcialmente ou totalmente por outros cations,
sem que haja necessariamente a desorganizagdo da estrutura lamelar. Dentre os
niobatos lamelares, pode-se destacar a perovskita de célcio e potassio (KCazNbszO1o),
0 hexaniobato de potassio (K4aNbsO17) € o triniobato de potassio (KNbsOs) (Bizeto,
2003).

2.10.2.1. Triniobato de potassio - KNb3zOs

O triniobato de potassio € um material lamelar de formula KNb3Os (Nbaz),

pertencente ao sistema ortorrdmbico, com os seguintes parametros de rede: a = 8,903

52



A, b=21,16 A, e c = 3,799 A e grupo espacial Amma. Sua célula unitaria é formada
por duas folhas de carga negativa compostas por octaedros distorcidos [NbOg]
(altamente distorcidos e levemente distorcidos) que compartilham arestas e vértices
de forma alternada, espacadas por uma regido lamelar preenchida por ions K*, o que
garante a neutralidade elétrica da estrutura (Li et al., 2018; Liu, Que e Kong, 2015),
que é formada pelo empilhamento das lamelas ao longo do eixo cristalografico c,
dando origem a apenas um tipo de regido interlamelar (Souza et al., 2020), conforme
pode ser observado na figura 2.11.

Figura 2.11. Representacao da célula unitaria do KNbzOs. Fonte: Souza et al. 2020. Adaptado

2.10.2.2. Hexaniobato de potassio - KaNbsO17

O hexaniobato de potassio também é um material com estrutura lamelar, com
formula KaNbeO17 (Nb2), pertencente ao sistema ortorrombico. Sua estrutura (Figura
2.12) é formada por lamelas carregadas negativamente constituidas por octaedros
[NbOs] altamente distorcidos e levemente distorcidos ligados por vértices e arestas
(Bizeto et al.,, 2010). A regido interlamelar apresenta ions K* que mantém a
eletroneutralidade do sistema. Adicionalmente, sua estrutura apresenta uma falta

periodica dos octaedros das lamelas, o que ocasiona uma diferenciacdo entre essas
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regioes, gerando assim as regides interlamelares (I e 1l), que possuem caracteristicas

cristalograficas e reacionais distintas (Sahu et al., 2017).

Figura 2.12. Estrutura do Hexaniobato de potéssio. Fonte: Souza et al. 2020.

E importante destacar que segundo a literatura, apenas uma das regides
interlamelares possibilita a entrada de moléculas de 4gua em seu interior (regido
interlamelar 1), permanecendo a outra anidra (regido interlamelar 1l) (Bizeto et al.,
2010). Para 0 Nb2 em sua forma anidra (JPDS 76-0977), a regido interlamelar sé&o
preenchidas com ions K*, para esta configuracdo, os parametros de rede sado dados
pora=7,83A b=3321A¢ec=6,46 A. Outra configuracdo possivel, & a admisséo
de 3 (JPDS 21-1297) ou 4,5 (JPDS 21-1296) moléculas de agua na regiao interlamelar
|, obtendo os seguintes parametros de rede a=7,58 A, b =37,67,c=6,46,e a= 7,82,
b =41,09, c = 6,42 respectivamente, onde para todas essas configuracdes, sua célula
unitaria € formada pelo empilhamento de quatro lamelas ao longo do eixo c. Dentre
essas composicdes, a fase mais estavel é o que apresenta trés moléculas de agua,
ocorrendo sob temperaturas inferiores a 65 °C e umidade relativa variando entre 25 e
85%.

Devido a esta diferenga em suas composi¢cfes lamelares, elas irdo apresentar
diferentes comportamentos frente a capacidade de troca ibnica e intercalacao de
outras espécies, e de fato é o que ocorre, como foi ja demonstrado (Magalhdes Nunes,

Gouveia de Souza e Fernandes de Farias, 2001; Shiguihara, Bizeto e Constantino,
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2010). E importante ressaltar ainda que ha uma certa “dificuldade” no processo de
intercalacdo de espécies volumosas, devido a pequena dimensdo do espacamento
basal, por isso, € importante proceder inicialmente com a ativacao acida. O processo
de ativacdo consiste na troca ibnica do ion K* pelo hidronio (HsO"), aumentando assim
a dimenséao desta regido, possibilitando a entrada de outras espécies quimicas mais
volumosas (Bizeto et al., 2006).

Ainda segundo alguns autores quando s&o inseridas espécies volumosas, ha um
aumento demasiado do espacamento basal, reduzindo a atracdo eletrostética entre
lamelas, possibilitando a desorganizacdo desta estrutura, acarretando assim ha
esfoliacdo das lamelas, abrindo novas possibilidades de aplicacdes (Hashemzadeh,
2016; Hu e Guo, 2015).
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Capitulo 3

Hidroxiapatitas modificadas com nidbio obtidas por
co-precipitacao

56



3.1 INTRODUCAO

O niébio (Nb) é um metal que vem chamando muita atencdo na area de
biomateriais, devido as suas propriedades como baixa densidade e auséncia de
toxicidade (Nascimento et al., 2011), biocompatibilidade, alta resisténcia quimica e
mecanica (Mestieri et al., 2017; Rajan, Das e Arockiarajan, 2022). Estudos realizados
com Nb evidenciaram sua capacidade bioativa, elencando-o como um bom candidato
para aplicacbes em revestimentos antialérgicos de endoproteses e reparo 0sseo
(Bergschmidt et al., 2011; Leitune et al., 2013), pois ele é capaz de promover um
elevado grau de adesao e proliferacao de osteoblastos (Pradhan et al., 2016).

Ligas metalicas com a presenca de Nb mostram-se promissoras propriedades
para o tratamento de fraturas 0sseas, ao exibem um baixo modulo de elasticidade
associado a uma excelente resisténcia a corrosao (Gostin et al., 2013; Takahashi et
al., 2015). Materiais vitreos modificados com Nb também exibem melhorias em suas
propriedades bioativas e mecéanicas (Fernandes et al., 2012), além de aumentar a
diferenciacdo e a mineralizacdo de células osteogénicas in vitro (Kushwaha et al.,
2012; Obata et al., 2012).

Para os materiais ceramicos Tamai et al (2007) evidenciaram que a insercao de
Nb em uma ceramica bifasica de Hap/g-TCP potencializou a atividade de osteoblastos
humanos, aumentando assim a quantidade de tecido calcificado mediante o0 aumento
da concentracéo de ion Nb°* na ceramica bifasica.

Na forma de compdsitos, varios autores evidenciaram a influéncia do 6xido de
nidbio (Nb20s) frente as melhorias nas propriedades mecéanicas da Hap (Demirkol,
Oktar e Kayali, 2014; Nascimento et al., 2011), além da bioatividade, que apos 28 dias
em exposicdo em uma solucédo de SBF, os compdsitos apresentaram a formacgéo de
uma extensa camada de precipitados que variou de 3,9 a 13,3 ym (Bonadio et al.,
2013).

Na forma de dopagem, ainda ha poucos relatos na literatura, que possibilitem
uma melhor compreensdo dos efeitos da adicdo desta espécie na estrutura da
hidroxiapatita. Contudo, estudos recentes que propuseram a modificacao estrutural
da Hap, a partir da insercdo de Nb, evidenciaram que os sélidos modificados, nao
exibiram toxicidade frente a uma linhagem celular de osteoblastos humanos, avaliados
in vitro, além de proporcionar ainda uma elevada taxa de proliferacdo celular
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(Capanema et al., 2015), o que séo os primeiros indicios de que sistemas baseados
em hidroxiapatitas dopadas com Nb podem ser elencados como possiveis substitutos
0Sseos.

De fato, a literatura sobre a temética ainda é escassa se considerarmos uma
pesquisa bibliografica de artigos que apareceram no banco de dados da Web of
Science (Advanced Topic — TS) de 2000 a 31 de janeiro de 2022. Através do uso das
palavras chaves Calcium Phosphate, Hydroxyapatite, Doped Hydroxyapatite, Niobium
Hydroxyapatite e Doped Niobium Hydroxyaptite, a pesquisa apontou a existéncia de
50.818,52.739, 3.081, 114 e 9 trabalhos, respectivamente, como mostra os resultados

da Figura 3.1.

Figura 3.1. Pesquisa das palavras chaves no banco de dados da web of Science.
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3.2. METODOLOGIA

3.2.1. Reagentes quimicos

Os reagentes utilizados foram todos com grau de pureza acima de 95% e sem

purificag@o prévia, cuja listagem esta apresentada na Tabela 3.1.
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Tabela 3.1. Reagentes utilizados na sintese da Hap.

Reagente Férmula Fornecedor
Agua deionizada H20 -
Hidrogenofosfato de diaménio (NH4)2HPO4 Merck
Cloreto de célcio CaClz Sigma Aldrich
Hidroxido de sodio NaOH Vetec
Oxalato amoniacal de nidbio NH4H2[NbO(C204)3] Doado pela CBMM
Pentacloreto de nidbio NbCls Doado pela CBMM

3.2.2. Sintese da Hap e seus derivados

A Hap foi preparada de acordo com o seguinte procedimento, inicialmente, uma
solucdo de NaOH 0,15 mol L? foi preparada e transferida para um bequer. Em
seguida, foram preparados 250 mL de solucdo de (NH4)2HPO4 a 0,09 mol L e 250
mL de CaCl2-2H20 a 0,15 mol L1, que foram simultaneamente adicionados ao sistema
a velocidade de 1 mL min sob agitacdo magnética a 1000 rpm. As quantidades de
ions de calcio e fosfato utilizadas no procedimento de sintese foram 0,56 e 0,33 mol,
respectivamente, que indica uma razdo estequiométrica em mol para Ca/P de 1,67.
Durante a sintese do material o pH do sistema foi 10,0 (Silva et al., 2017).

Ao final do processo de sintese, o precipitado branco resultante foi envelhecido
durante 24 h a 30 °C sob agitacdo magnética a 200 rpm. O precipitado foi separado
por filtracao e, entdo, lavado com agua deionizada, até que o teste de cloreto indicasse
a auséncia desse ion. Por fim, o sélido foi seco a 100 °C em estufa por 24 h, seguido
de calcinacéo a 600 °C por 6 h, a uma taxa de aguecimento de 5 °C min'l. As etapas

envolvidas neste processo de sintese estdo sumarizadas na Figura 3.2.

59



Figura 3.2. Procedimento de sintese da Hap.
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3.2.3. Modificacgao estrutural da hidroxiapatita

Para o processo de modificagdo com nidbio, foram preparadas cinco composicées
variando-se a quantidade de niébio (1, 3, 5, 7 e 10% em mol) em relacdo a quantidade
de célcio presente nos solidos. Para esta etapa, foram utilizadas duas rotas, partindo
da mesma metodologia de sintese, porém variando o momento de adi¢cao do precursor
de nidbio, a fim de avaliar a influéncia da concentracéo e o modo de adi¢édo do niébio,
sobre a estrutura dos soélidos modificados, como mostra a Figura 3.3.

v Rota (l) — seguiu-se o0 mesmo procedimento realizado para a sintese da Hap,
diferindo apenas na adi¢@o do precursor de nidbio (oxalato amoniacal de niobio
ou o pentacloreto de nidbio), sendo adicionado dentro da solucdo do
hidrogenofosfato de diamonio.

v Rota (Il) — A solug¢édo do precursor de niébio (oxalato amoniacal de nidbio ou
Pentacloreto de NI6bio) foi adicionada na solugdo do hidréxido de soédio;
posteriormente a homogeneizacao desta solucao, foi dado inicio ao processo de
adicdo dos precursores de célcio e fosforo, seguindo-se entdo as mesmas etapas

realizadas para a sintese da Hap.
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Figura 3.3. Rotas de modificacao da Hap
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3.2.4 Caracterizacéo

Os padroes de XRD foram obtidos usando um difratdbmetro Shimadzu modelo
XRD - 6000 equipado com uma fonte de radiagdo monocromatica de CuKa com A de
0,154 nm, operando numa voltagem de 30 kV e corrente de 30 mA. Os padrdes form
coletados no intervalo de 26 entre 5 e 60°, com uma razéo de varredura de 0.02° s,
Para os refinamentos, os dados de XRD foram coletados em um difratdmetro Bruker
modelo D8 Dicovery A25 equipado com um detector sensivel de posi¢cdo Lynxeye,
usando radiagao de CuKa de mesmo comprimento ja citado e padrdo de corundum.
As medidas foram realizadas dentro de uma faixa de 26 entre 3 e 120°, passo de
0.002° s,

Os refinamentos estruturais e microestruturais dos solidos foram realizados
usando o software TOPAS 6 da Bruker. Para o refinamento, os dados de XRD foram
coletados usando um difratbmetro Bruker (D8 Advance A25) equipado com um
detector sensivel a posigao Lynxeye com radiacdo CuKa e operando a 40 kV e 30 mA.
As medicdes foram realizadas ao longo do intervalo 26 de 3°-120 ° a uma velocidade
de varredura de 0.002° s™".

Os espectros de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foram
registrados em um espectrofotdmetro IR Prestige-21 Shimadzu, no modo de

transmitancia usando o método de pastilhas de KBr com 1% em massa. Para cada
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espectro, um conjunto de 30 varreduras consecutivas foi coletado na faixa de numero
de onda de 4000 — 400cm™ com uma resolugéo de 4 cm™.

Os espectros Raman foram realizados em um espectrometro da marca
Renishaw, modelo inVia Raman Microscope, com um laser de Ar*, com comprimento
de onda de 514 nm e poténcia de 100 mW.

Os resultados de fluorescéncia de raios X (FRX) foram obtidos em um
espectrometro da marca Shimadzu, modelo XRF-1800, com poténcia de 2 kVA,
voltagem de 30 kV e corrente de 30 mA, utilizando como fonte de radiagédo CuKa (A =
0,154 nm).

As medidas de espectroscopia de fotoelétrons de raios X (XPS) foram
realizadas usando um espectrometro ScientaOmicron ESCA+ com um analisador
hemisférico de alto desempenho (EA 125) ajustado para uma energia de passagem
de 30 eV, e uma radiacdo monocromatica Al Ka (hv = 1486,6 eV) foi usada como fonte
de excitacdo. A pressao de operacdo na camara de ultra-alto vacuo (UHV) durante a
andlise foi de cerca de 2x10° mbar. Passos de energia de 0,5 eV e 0,05 eV foram
usados nas medidas dos espectros em ampla varredura e de alta resolucgéo,
respectivamente. Um neutralizador de cargas foi utilizado durante as medidas. A
energia de ligacdo do espectro foi corrigida usando a linha de fotoemisséo do Cls
fixado em 284,8 eV.

Os espectro UV-vis de refletancia difusa foram obtidos em um espectrofotometro

UV-2550, da Shimadzu, no modo reflectancia.

3.3.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA in-vitro

A atividade antimicrobiana da Hap dopada com nidbio foi avaliada para o sélido
contendo a maior taxa de modificacdo (Hap/Nb-10%), por macrodiluicdo em caldo in

vitro contra a bactéria Staphylococcus aureus ATCC 15656.

3.2.5.1 Preparo e padronizacgdo do inoculo

Para o cultivo da linhagem, foram colhidas de duas a trés coldnias, bem isoladas,
da cultura em placa de agar com ajuda de uma alca de platina devidamente

esterilizada por aguecimento em chama. Em seguida, essas foram inoculadas em 5
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mL de meio caldo Brain Heart Infusion (BHI) contidos em tubo falcon de 15 mL
previamente esterilizados em autoclave. Apos homogeneizacdo em agitador do tipo
vortex, o tubo foi colocado em estufa bacterioldgica a 37 °C durante 24h.
Posteriormente, o indculo foi padronizado de acordo com a escala de McFarland em
0,5 o que corresponde a uma concentracéo de 1 a 2x108 UFC (unidades formadoras
de colénia)/mL. No momento do experimento, este indculo foi diluido para que no tubo
de ensaio a concentracéo fosse de 1 a 2x10° UFC/mL (CLSI, 2017).

3.2.5.2 Ensaio de Macrodiluicdo

Foram utilizados microtubos estéreis de 1,0 mL para conduzir o teste. Depositou-
se 0,9 mL de meio de cultura nos mesmos, juntamente com a quantidade a ser
analisada do so6lido em teste (6,5mg; 12,5mg; 25mg; 50mg e 100mg). Paralelamente
foram preparados o controle de crescimento, controle positivo (clorexidina a 0,12%) e
um tubo de controle de esterilidade do meio. Em seguida, foi adicionado 0,1 mL do
inoculo aos microtubos contendo a mistura de do meio de cultura com os solidos a
serem analisados. Os microtubos foram incubados a 37 °C por ~24h e o ensaio foi

realizado em triplicata.
3.4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesta secdo serdo apresentados os resultados obtidos apds a otimizacdo da
sintese, que foi alcangada utilizando a rota |, com o oxalato amoniacal de nidbio. Tal
fato de deve aos melhores resultados obtidos mediante as técnicas de
caracterizacdes. As caracterizacfes dos demais materiais obtidos com o precursor
pentacloreto de niobio pela rota I, e rota I, com oxalato amoniacal de nidbio estao

apresentados nos anexos, A, B e C, respectivamente.

3.4.1. Difratometria de raios X

Para os materiais obtidos pela rota | (Anexo A) e rota Il (Anexo B) utilizando o
pentacloreto de nidbio, foi observado que seus difratogramas apresentaram uma

reducdo significativa na intensidade dos planos de difracdo em comparacdo ao
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material de controle (Hap), além de um grande alargamento das reflexdes,
principalmente para os obtidos pela rota Il, mediante 0 aumento da quantidade de
niodbio inserido. Em especial para os soélidos obtidos pela rota Il, foi observado que
para as modificacdes com as maiores quantidades de nidbio, as reflexdes se fundiram
(planos 2 1 1 e 3 0 0), indicando um aumento da desordem a longo alcance da
estrutura cristalina.

Para os solidos obtidos pela rota IlI, utilizando o oxalato amoniacal de niébio
(Anexo C), também foi observado que a insercdo de nidbio na rede cristalina dos
materiais, provocou reducdes na intensidade, associado a alargamentos dos picos.
Em especial, para o sdélido contendo a maior quantidade de nidbio, também foi
observado que o alargamento da reflexado principal referente ao plano (2 1 1), que
sobrepds com o plano (3 0 0), inviabilizando sua visualizagcéo. Observa-se ainda que
a presenca de uma segunda fase, identificada como Nb20s (ICDD 19-864).

Deste modo, perante os resultados obtidos mediante a utilizacdo de diferentes
rotas e precursores de niébio, decidiu-se dar continuidade as caracterizacdes dos
materiais obtidos pela rota I, utilizando o oxalato amoniacal de niébio, devido aos
melhores resultados de difracao de raios X.

Os padrbes de XRD da Hap pura e dopadas com niébio sdo mostrados na Figura
3.4. Os picos de difracdo das amostras foram indexados conforme a estrutura
hexagonal da Hap, com o grupo espacial P63/m de acordo com a carta ICDD 09-0432.
Analisando os padrées de difracdo, foi observada a cristalizacdo de soélidos
monofasicos de Nb-Hap para todas as amostras até 7% de dopagem com Nb. Os
materiais, aparentemente estaveis, apresentam uma diminuicéo de cristalinidade com
0 aumento da concentracao de nidbio inserido na rede.

Contrariamente, o padrédo de XRD da amostra Hap.Nb10% apresenta picos de
difracdo adicionais correspondente a uma fase indesejada, indicando que 10% de
dopagem com Nb provavelmente excede o limite de modificagéo da estrutura da Hap.
Estes dados estdo de acordo com os dados encontrados na literatura, para 0 mesmo
tipo de modificagéo. Por exemplo, Amorim et al. realizaram a mesma modificagéo da
Hap com nidbio, mas se limitaram a dopagem na ordem de 1%, e observaram, pela
técnica de difracdo de raios X, a presencga de niobato de (CaNb20s) e pentoxido de
niobio (Nb20s) (Amorim, De et al., 2021).
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Figura 3.4. (I) Padrdes de XRD e (Il) padrdes de XRD ampliados no intervalo 20 de 27-37° para as
amostras de (a) Hap, (b) Hap.Nb1%, (c) Hap.Nb3%, (d) Hap.Nb5% (e) Hap.Nb7% e (f) Hap.Nb10%.
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De modo a melhor entender o efeito da dopagem com Nb na estrutura da Hap,
analises de refinamento estrutural de Rietveld foram realizadas para todas as
amostras sintetizadas. Os dados refinados estéo listados na Tabela 3.2, e padrbes de

refinamentos mostrados na Figura 3.5.
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Figura 3.5. Perfis de refinamento estrutural dos dados de XRD coletados em temperatura ambiente
para as amostras Hap, b) Hap.1% Nb, c) Hap.3% Nb, d) Hap.5% Nb, e) Hap.7% Nb e f) Hap.10% Nb
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Tabela 3.2. Parametros de rede (a e c), volume da célula unitaria (V) e posicdes atdmicas refinados
usando o método de Rietveld para a HAp.Nbx (x = 0, 1, 3, 5, 7 e 10 % em mol) considerando a
substituicdo do Ca?* por Nb%* na estrutura.

Hap Hap.Nb1% Hap.Nb3% Hap.Nb5% Hap.Nb7% Hap.Nb10%

Composicao Hap Hap Hap Hap Hap Hap /
CaNb;0Os
Porcentagem 100 100 100 100 100 98,78/ 1,22
da fase (%)
Space group P63s/m P63/m P63s/m P63/m P63/m P6s/m / Pbcn
a (A 9,431(17) 9,401(10) 9,398(12) 9,411(14) 9,416(2) 9,440(3)
c (R 6,886(12) 6,880(8) 6,880(10) 6,879(11) 6,878(16) 6,885(2)
V(A3 530,4(2) 526,6(12) 526,3(16) 527,7(18) 528,1(3) 531,4(4)
GOF 1.32 1.17 1.32 1.20 1,19 1,32/
Rwp 12.80 11,14 11,09 10,75 10,05 11,08/
Reragg 3.352 2.752 2.744 2,830 2,603 2,856/ 6,682

De acordo com o perfil de refinamento, todos as amostras se cristalizam em uma
estrutura cristalina hexagonal monofasica, com excecdo da amostra de Hap.Nb10%.
O padrao de refinamento para essa amostra confirma a existéncia de uma fase
secundaria identificada como niobato de calcio (CaNb20s), indexada pela carta ICDD
04-001-7554, grupo espacial Pbcn. O refinamento estrutural para esta amostra indica
que cerca de 1,22% de CaNb20s esta presente na amostra. Os parametros refinados
para esta fase de niobato foram: a = 15,023(8) A, b =5,178(3) A, c =5,147(3) AeV =
442,1(4) A3,

E importante destacar, que mesmo nas concentracdes mais elevadas de Nb5*,
todos os picos de difragdo caracteristicos da estrutura cristalina da Hap sdo evidentes;
0 que nédo tem sido observados em alguns trabalhos que versam sobre esse tipo de
dopagem, mesmo quando a modificacdo € feita em pequenas concentracdes de
cations metélicos (Chen, W. et al., 2017).

Como foi observado por Oliveira et al (2021b) em amostras de Hap dopadas com
Zn?*, ao realizar a substituicdo do calcio por outro cation metélico, faz com que
algumas reflexdes se fundam, principalmente os planos (2 1 1) e (3 0 0), indicando um
aumento da desordem a longo alcance da estrutura cristalina. Este mesmo
comportamento também foi observado no presente trabalho. E possivel observar

também pequenos deslocamentos dos picos de difracdo para maiores valores de
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angulos com o aumento do teor de Nb, que indicando uma diminui¢cdo dos parametros
de rede refinados e contracdo da célula unitaria da Hap, como apresentado na Tabela
3.2.

Os valores refinados indicam que o aumento da concentragdo de Nb%* até 7%
nas amostras leva a uma diminuicdo aumento nos valores de parametro de rede e
volume da célula unitaria, aumentando em seguida com o aumento de mais dopante
na estrutura.

Como observado na Tabela 3.2, a adicdo de Nb®" na Hap induz uma ligeira
diminuicao nos valores de a e ¢ e aumento da concentracdo de Nb. Para o volume V
também foi observada a mesma tendencia de decréscimo, o que corrobora com a
possibilidade de substituicdo catidnica e contragcdo da estrutura cristalina, como
também foi observado em outros trabalhos que realizaram a dopagem da Hap com
cations metalicos de raio ibnico menores que o do calcio (Paduraru et al., 2021).

A reducao nos valores do parametro de rede c e do volume V pode ser atribuido
a diferenca de raio ibnico dos cations presentes na estrutura. Na estrutura cristalina
da hidroxiapatita, o calcio esta localizado em dois sitios distintos, um com numero de
coordenacao (NC) de 9 (Ca l) e outro em NC de 7 (Ca Il). De acordo com Shannon, o
raio i6nico do calcio nestes sitios € de 1,18 nm e 1,06 nm, respectivamente (Shannon,
1976). Por outro lado, o Nb>* apresenta um raio idnico de 0,69 nm quando em NC de
7, 0 que é significativamente menor que o raio do calcio em ambas as coordenacdes,
0 que corrobora com os dados do refinamento quanto a substituicdo de Ca/Nb nas
amostras.

E importante destacar que o niobio apresenta varios estados de oxidac&o, sendo
o Nb>* 0 mais estavel (Capanema et al., 2015). Considerando essa espécie e segundo
Shannon, o Nb>* pode assumir 4 tipos diferentes de coordenacgdes: 4, 6, 7 e 8. Dentre
elas, o Nb>*em NC 7 é o mesmo assumido pelo Ca Il, sendo este sitio 0 mais propenso
de ser ocupado pelo Nb>* apds processo de dopagem. Este comportamento ndo tem
sido observado por outros autores, mas esta falta de consenso a respeito do sitio de
ocupacdo do Nb>* surge pelo fato da escolha da técnica de caracterizagéo usada para
avaliar tais efeitos de substituicdo. Segundo esses autores, a substituicdo ocorre
preferencialmente no sitio do fosfato, o que leva a um aumento nos parametros de
rede a e ¢, e volume V da célula unitaria, cuja expansao da célula unitaria € explicada

pela presenca da espécie Nb%* que em solucgdo, que originaria o niobato (HsNbOe*")
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com raio idnico de 0,30 nm, que substitui preferencialmente o grupo PO4* de raio
ibnico 0,23 nm, aumentando assim os valores dos parametros da rede, e no volume
(Capanema et al., 2015; Tamai et al., 2007).

Contudo, mesmo os ions de niébio podendo ocupar diferentes tipos de sitios na
Hap, ainda ndo ha um consenso sobre o sitio preferencial para a sua ocupacéao. Para
alguns autores, o que determina a posicao preferencial dos cations metalicos na
estrutura da Hap é a concentracdo de cétions inserida na rede. Deste modo, nota-se
que, modificacbes com até 1% de dopagem, leva a substituicdo ocorrer nos sitios
Ca(l) (Terra et al., 2009). No entanto, com 0 aumento da concentracao, ha uma maior
tendéncia de a ocupacédo ocorrer no sitio Ca(ll) (Matos, Terra e Ellis, 2010; Terra et
al., 2009).

Para outros autores, 0 que determina a posi¢cao preferencial dos cations € o
tamanho do raio idnico e a eletronegatividade dos cations metélicos. Segundo Zhu et
al (2006), os sitios Ca?*(ll) podem ser preferencialmente substituidos por cations com
maior raio i6nico, ou maior eletronegatividade que os ions de Ca?". Esse mesmo
comportamento também tem sido observado por Veselinovi¢ et al (2010), ao realizar
a dopagem da Hap com cobalto.

Baseado nestes fatos, acredita-se que Nb®* possa estar substituindo o célcio no
sitio Ca(ll). Este comportamento pode ser devido a maior eletronegatividade de Nb
em relacéo ao Ca, o0 que resulta em uma maior tendéncia de interagcées covalentes
com grupos hidroxilas na estrutura da Hap (Antoniac, 2016), o que também foi
observado por Ignjatovi¢ et al (2019) ao dopar a Hap com ions Eu3*. Na estrutura da
Hap, as hidroxilas estruturais estdo rodeando os sitios de Ca(ll), o que pode favorecer
a substituicdo dos atomos de célcio nesta posicao, corroborando assim com os dados
de refinamento.

A adicdo de Nb na estrutura da Hap resultou em um aumento na desordem
estrutural a longo alcance, conforme determinado pelo célculo dos valores de largura
a meia altura (FWHM) dos picos de difracdo nos planos (002), (211), (300) e (202).
Consequentemente, o aumento da dopagem de Hap com ions de Nb®* leva a uma
diminuicao significativa no tamanho de cristalito, conforme os resultados da Tabela
3.3, até a amostra contendo 7% de dopante, aumentando para a amostra de

Hap.Nb10%, possivelmente devido a formacgéo da fase secundaria de CaNb20Oe.
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Observa-se que o tamanho de cristalito teve significativa diminuicdo, mediante o
aumento da concentracdo de niobio. Tal fato pode estar relacionado ao aumento dos
sitios de nucleacédo, devido a presenca dos ions Nb>" em solucéo, que pode ter inibido
0 crescimento dos cristalitos, acarretando assim na reducédo da cristalinidade do
material, 0 que também foi observado por outros pesquisadores com a modificacao
de Hap com Zn?* (Oliveira et al., 2021b) e com ions de nidébio (Amorim, De et al., 2021;
Saranya e Prema Rani, 2021). Além disso, observa-se ainda que apenas o sélido
modificado com 10% de nidbio tem um aumento do FWHM, podendo estar associado

a presenca do CaNb20s como fase indesejada.

Tabela 3.3. Resultados de refinamento para o tamanho de cristalito (hm) pelo refinamento dos padrdes
de XRD usando o método de ajuste de Le Bail.

Analise de Le Bail

Hap Hap.Nb1% Hap.Nb3% Hap.Nb5% Hap.Nb7% Hap.Nb10%
Composicao Hap Hap Hap Hap Hap Hap CaNb20s

Tamanho
médio de
cristalito 17,51(2) 14,88(18) 11,87(13)  11,34(13) 7,749)  10.92(14) 28,2(9)

(nm)

GOF 1,16 1.06 1,11 1,09 1,08 1,14

Rwp 11,25 10,10 10,18 9,69 9,13 9,57
Reragg 0,764 0,605 0,653 0,596 0,581 0,599 0,714
FWHM 0,7053 0,8166 0,9101 1,0261 1,1244 1,2461

3.4.2. Espectroscopia de absorcao na regido do infravermelho (FTIR)

Os espectros de FTIR estdo apresentados na Figura 3.6 e para todas as
amostras mostraram bandas caracteristicas de Hap na regido abaixo de 1100 cm™
(Pereira et al., 2020).
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Figura 3.6 (I) e (Il) Espectros FTIR das amostras Hap (a), Hap.Nb1% (b), Hap.Nb3% (c), Hap.Nb5%
(d), Hap.Nb7% (e) e Hap.Nb10% (f).
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As bandas em 1095, 1033 e 961 cm séo atribuidas a deformacéo assimétrica

dos grupos fosfatos (PO4*) e ao estiramento P-OH em HPO4? (Beasley et al., 2014;
Pramanik e Kar, 2013), além de uma absorcdo em 874 cm™ corresponde a
deformacéo P-O(H) (Pramanik e Kar, 2013; Silva et al., 2017), que sO aparece para a
Hap sem modificacdes, possivelmente devido a auséncia de defeitos estruturais,
causadas nos outros solidos devido ao processo de dopagem. Outras bandas podem
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ser observadas em 602 e 566 cm™, atribuidas a deformacéo simétrica P-O do grupo
PO4* e a deformacédo da ligacdo P-O (H) do grupo HPO4?, respectivamente (Oliveira
et al., 2021b). Para todas as bandas associadas aos grupamentos fosfatos, € possivel
observar de forma qualitativa a reducao da intensidade das absor¢des, associado ao
alargamento dos sinais, progressivos com 0 aumento da concentracao de niébio.

Tal fato pode estar associado a processos de compensacao de cargas, pois
como h& uma significativa disparidade entre as cargas e os raios idnicos Ca®* (10,6
nm) = Nb%* (6,9 nm), a substituicdo pode provocar a formacgédo de vacancias de sitios
catibnicos, o0 que consequentemente pode reduzir a coordenacdo catibnica de um
oxigénio dentro dos tetraedros (PO4%), encurtando a ligacdo P-O. O encurtamento
desta ligacao pode acarretar a perda de simetria, e, consequentemente, proporcionar
o alargamento das absorcdes referentes ao PO4*, como pode ser observado pelos
valores crescentes de FWHM, conforme dados da Tabela 3.4, da banda principal em

1033 cm%, o que também foi observado por Ignjatovi¢ et al (2019).

Tabela 3.4. Valores de FWHM da banda de absorgéo no IR em 1033cm-! para a Hap pura e modificadas
com Nb

Solido FWHM
Hap 78,65
Hap.Nb1% 83,84
Hap.Nb3% 84,05
Hap.Nb5% 85,84
Hap.Nb7% 88,40
Hap.Nb10% 89,65

A obtencéo de valores crescentes de FWHM para a principal banda de fosfato
guando se aumenta a concentracédo de Nb>*, o que pode indicar que esse grupo sofreu
uma modificacdo a curto alcance, contudo, tal modificacdo, ndo foi suficiente para
provocar a desestabilizacdo dos grupos fosfatos, o que pode indicar a estabilidade
estrutural desses materiais, como foi observado pelos dados de difragcéo de raios X.

Outras bandas também sdo observadas em 3571 cmt, atribuida ao estiramento
OH dos grupos estruturais da Hap, e em 3448 cm- referente aos grupos OH da agua
fisicamente adsorvida (Manatunga et al., 2018). Além dessas bandas, ocorreram
ainda absorcdes em 1646 cm™ atribuida a Agua adsorvida (Mercado et al., 2014) e
em 630 cm referente a deformacgéo O-H.

Ao se comparar o espectro da Hap com os dos sélidos modificados, observa-

se que a banda referente a hidroxila estrutural da Hap tem sua intensidade
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significativamente reduzida com o aumento da concentracdo de Nb, o que
possivelmente pode estar relacionado com processos de compensacao de carga.

Ainda nos espectros, estdo presentes absorgOes referentes a presenca de
carbonato, observadas em 1416 e em 1460 cm referentes ao estiramento C-O do
grupo CO3?, o que evidencia a formacgédo de materiais carbonatados, tipo B (Madupalli,
Pavan e Tecklenburg, 2017) que ocorreu devido ao método de sintese adotado, ja
gue néo houve o controle de atmosfera.

De forma similar ao que acontece com as bandas de referentes a hidroxila
estrutural, o aumento da concentracdo de Nb, provoca a reducéo da intensidade das
absorcées referentes a presenca do grupo COs?, até ndo ser mais evidenciada no
sélido com a maior concentracdo do dopante, o que também foi observado por Amorim
et al (2021) que realizou a mesma modificacdo. Tal fato também pode estar associado
aos processos de compensacédo de carga, de modo a estabilizar a estrutura.

Frente a essas informacdes, acredita-se que a insercdo da espécie Nb>* deve
ocorrer preferencialmente nos sitios de célcio, como foi indicado pelos dados do
refinamento Rietveld, e ndo nos sitios do fésforo, como acreditam alguns autores
(Capanema et al., 2015; Simomukay et al., 2016).

O Nb®* é o Unico cétion estavel de niébio que assume coordenacéo tetraédrica,
porém mesmo gue ele apresente a mesma oxidacao do fosforo na estrutura da Hap,
essas espécies apresentam raios ibnicos muitos distintos, para o P>* (1,7 nm em NC
4) e para o Nb°* (4,8 nm em NC 4). Caso a substituicdo ocorra preferencialmente no
sitio do fosforo, tal modificacdo poderia gerar um aumento significativo dos parametros
de rede, principalmente no parametro ¢, o no volume da célula unitaria, o que
desestabilizaria de forma significativa a estrutura da Hap.

Tal observagao corrobora com os dados de Santos e Rezende (2014) que
utilizando calculo computacional, por método DFT, otimizaram a estrutura da Hap
dopada com cations tri e tetravalentes, e observaram que envolver sitios de fosforo
nas modificacdes, € geralmente desfavoravel devido a forte interagcdo P — O, o que

resultaria em uma elevada energia, inviabilizando o sistema.
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3.4.3. Espectroscopia Raman

A ordem estrutural a curto alcance das amostras também foi investigada por
espectroscopia Raman. Os espectros das amostras estdo apresentados na Figura 3.7
e apresentaram modos simétricos de alongamento da ligacdo P-O do PO4* (v1) na
estrutura Hap em 961 cm? (Riaz et al., 2018). Os modos observados em 429 (v2) e
446 cm (v2) podem ser atribuidos a deformacdo O-P-O (Silva e Sombra, 2004) (,
enguanto as bandas em 1049 e 1073 cm* correspondem aos modos de estiramento
assimétrico (v3) das ligacdes P-O. Os modos em 591 e 617 cm™ correspondem a

deformacfes de O-P-O (v4) dos grupos fosfato (Dal Sasso et al., 2018).

Figura 3.7 Espectros Raman das amostras: Hap (a), Hap.Nb1% (b), Hap.Nb5% (c) e Hap.Nb10% (d).
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Os espectros Raman das amostras mostraram modos simeétricos de
estiramento da ligacdo P-O do PO4* (v1) na estrutura HAp em 961 cm™ (Riaz et al.,
2018). Os modos observados em 429 (v2) e 446 cm™ (v2) podem ser atribuidos a
deformacgéo O-P-O (Silva e Sombra, 2004), enquanto as bandas em 1049 e 1073 cm-

! correspondem ao estiramento assimétrico (v3) modos das ligagcdes P-O. Os modos
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em 591 e 617 cm correspondem a deformacgéo das ligacdes O-P-O (v4) dos grupos
fosfato (Dal Sasso et al., 2018).

E importante destacar que mudancas nos espectros Raman foram observadas
apos a insercado de ions de Nb®* na rede da Hap para os sélidos contendo 5% e 10%.
E possivel observar o surgimento de um ombro largo, na regiéo que vai de 800-900
cm?, que pode ser atribuindo aos modos Raman dos octaedros de NbOe. Tal
comportamento foi evidenciado também por Zhu et al (2006) que sintetizaram
amostras de niobatos pelo método de hidrotermal. Nesta situacao, é possivel que a
substituicdo do calcio pelo nidbio, provoque uma reducdo no numero de coordenacao
da espécie Nb°* no sitio Ca(ll), devido a reducdo da quantidade de hidroxilas
estruturais da Hap, como estratégia de compensacao de cargas, o que corrobora com
os dados de FTIR.

Observa-se ainda que os dados de FWHM (Tabela 3.5) estimados para os
picos em 960 cm™ apresentam valores crescentes com o aumento da concentragéo
de nidbio, podendo indicar a quebra de simetria, ou seja, aumento da desordem
estrutural a curto alcance da rede cristalina da Hap, o que corrobora com os dados de
refinamento e FTIR, e é consistente com os dados encontrados na literatura (Gomes
et al. 2011). Além disso, a formacado da fase secundaria na amostra de Hap.Nb10%
pode levar a um aumento na tensdo cristalina com a fase majoritaria da HAp

provocando aumento da desordem estrutural na amostra.

Tabela 3.5 Valores de FWHM da banda 961 cm! para a Hap pura sélidos modificados com niébio
Solido FWHM
Hap 8,71

Hap.Nb1% 10,98
Hap.Nb5% 11,16
Hap.Nb10% 13,27

3.4.4. Fluorescéncia de Raios x (FRX)

A espectrometria de fluorescéncia de raios X (FRX) foi utilizada para avaliar de
forma qualitativa e quantitativa os elementos quimicos presentes nos solidos puro e
modificados. Os resultados de FRX apresentado na Tabela 3.6 mostram que as

amostras apresentam a mesma composi¢ao quimica de Ca e P, além da presenca de
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Nb nas amostras dopadas. A partir resultados obtidos verificou-se que na Hap obtida
neste trabalho possui uma razdo Ca/P = 1,66. Tal valor é muito proximo da Hap
estequiométrica (Ca/P = 1,67), o que indica a eficiéncia do método de sintese
escolhido para obtengcédo do material.

Tabela 3.6. Valores obtidos para os principais componentes dos sélidos modificados (C, P e Nb)

Sdlido Céalcio Fosforo Niébio Mol Ca Mol P Mol Nb (Ca+Nb)/P
Hap 55,12 48,88 - 0,98 0, 63 - 1,66
Hap.Nb1% 54,65 42,53 2,81 0,98 0,60 0,021 1,66
Hap.Nb3% 51,69 41,36 6,89 0,92 0,58 0,052 1,67
Hap.Nb5% 50,55 41,48 6,79 0,90 0,60 0,051 1,63
Hap.Nb7% 47,76 40,98 10,99 0,85 0,58 0,083 1,62
Hap.Nb10% 44,09 37,94 17,73 0,79 0,53 0,133 1,72

A quantidade de célcio e fosforo nas amostras diminuem gradativamente com o
aumento da dopagem com Nb, o que corrobora com as outras técnicas utilizadas
neste trabalho que também indicaram a presenta desta espécie. Com isso, foi
observado ainda que os valores estimados para a relacdo (Ca+Nb)/P nas amostras
sdo proximas a relacéo estequiométrica da hidroxiapatita pura, o que pode indicar que
o niébio esteja compensando a deficiéncia de calcio pela sua substituicdo na rede da
Hap, uma vez que a quantidade de nidbio disponibilizada durante a sintese dos sélidos
modificados foi equivalente a quantidade de célcio retirado. No entanto, essa relacédo
(Ca+Nb)/P aumenta significativamente com o aumento de dopagem para 10% de Nb,
0 que pode estar relacionado ao surgimento da de niobato de célcio como fase
secundéaria detectada por difracdo de raios X e pelo Raman na amostra de
Hap.Nb10%.

3.4.5. Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS)

A natureza quimica e a composicao elementar da superficie dos soélidos foram
investigadas por medidas de XPS. A partir dos espectros, observou-se a presenca de
Ca, P, e O para a Hap, além da presenca do Nb em todas as modificagBes propostas
de HAp dopadas com tal elemento, como mostra a Figura 3.8. Uma analise mais

aprofundada de deconvolucdo dos espectros também foi realizada, como mostra um
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Intensidade (unid. arb.)

Nb1%

exemplo na Figura 3.9. Esses resultados corroboram com os dados de refinamento

estrutural de Rietveld, fluorescéncia de raios X e espectroscopia Raman, ao indicar a

presenca do niobio nos soélidos dopados.

Figura 3.8 Espectros XPS das amostras

Hap.Nb7% (e) e Hap.Nb10% (f).

Nb5% Nb7%  Nb10%

Nb3%

Hap

Intensidade (unid. arb.)

o
(@)
‘ jel
[ap]
& 2 sl B
o 3 @ °
e O 2 g S| 2
(&] P N 8; 5
a - 8
uIlna*u-~nm.,"m-vﬂ‘”“‘yﬁw hﬁ’_‘_'vﬂk~u_’\JM ] i : -E
R S " " —
M—-"‘A—M : -
800 700 600 500 400 300 200 100 0
Energia de Ligagao (eV)
Ca2p g P2p
z

AE

—= P32
M

Intensidade (unid. arb.)

Nb1%

Nb5%

Nb3%

Hap

NI
N

A
W/L_

T T T T
355 354 353 352 351 350 349 348 347 346 345 344 343
Energia de Ligacao (eV)

1:‘56 1(‘34 ‘152 1éU
Energia de Ligacao (eV)

T
138

: Hap (a), Hap.Nb1% (b), Hap.Nb3% (c), Hap.Nb5% (d),

R ] Nb 3d
o
= 4
=
X
< ]
o
z _VMM%
: _"W//\/L_‘
[Te)
o 4
=4
R ]
o«
o
2]
AE
3d

=® ] o 3ds;
5 -
Z -

7 T T T T T T

216 214 212 210 208 206 204 202

Intensidade (unid. arb.)

Nb7%

Energia de Ligacao (eV)

O1s

Nb10%

Nb5%

BN
N
BN
AN

Nb1% Nb3%

Hap

T T T T T T
536 534 532 530 528 526

Energia de Ligagéao (eV)

T
540 538

77



Figura 3.9. Deconvolucdo dos espectros de alta resolucao de XPS nas linhas de emisséo do Ca, P, O
e Nb para a amostra Hap.Nb7%.
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De acordo com a literatura, o espectro de XPS de Ca2p em amostras de HAp
apresenta dois picos bem definidos correspondentes aos orbitais Ca2psiz e Ca2pie
(Oliveira et al., 2021b). Os picos relacionados ao orbital Ca2p de alta resolucéo dos
materiais sintetizados, podem ser deconvoluidos em dois sinais, cujas energias de
ligacdo (ELs) variam de acordo com a composi¢do dos soélidos obtidos. No espectro
Ca2p da amostra pura, o pico Ca2ps2 foi observado em 350,80 eV associado as
ligacdes Ca-O(P) nos sitios Ca (I) e Ca(ll), além das ligacées Ca-O(H), presentes no
sitio de calcio Il, enquanto o pico Ca2pui2 foi observado em 347,25 eV atribuido a
ligacdo do Ca-O(C) referentes aos grupos carbonatos adsorvidos na superficie, como
também foi observado por outros autores (Dreghici et al., 2020; Lopez et al., 2013).

A energia de acoplamento de spin (AE) estimado para a amostra pura de HAp
foi de 3,55 eV. Apds insercédo de ions Nb>* na rede da HAp, picos mais alargados e
menos definidos sdo observados nos espectros de Ca2p, além de um deslocamento

dos picos para regibes de maiores valores de EL, principalmente na amostra
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Hap.Nb3% indicando possivel substituicdo do tipo Nb/Ca na estrutura da Hap, as
energias de ligacao dos orbitais Ca2pasz2, Ca2pi2, bem como a energia de acoplamento

de spin estdo sumarizadas na tabela 3.7.

Tabela 3.7. Valores das energias de ligacdo dos orbitais e a energia de acoplamento de spin.
Hap Hap.Nb1% Hap.Nb3% Hap.Nb5% Hap.Nb7% Hap.Nb10%

EL Ca2ps2 (eV) 350,80 347,38 347,32 347,39 347,36 347,24
EL Ca2piz (eV) 347,25 350,90 350,69 350,85 350,85 350,76
AE (eV) 3,55 3,52 3,37 3,46 3,49 3,55

Para o oxigénio foi observado o pico do orbital Ols das amostras com perfil
assimétrico, o que indica a sobreposicéo de sinais. Esses sinais foram decompostos
em 2 picos distintos. O primeiro pico observado em 531,10 eV foi atribuido a ligacédo
O-P dos tetraedros de fosfatos e grupos OH da estrutura da hidroxiapatita, e 0
segundo pico localizado em 532,13 eV referentes a espécie de oxigénio quimicamente
adsorvidos na superficie das amostras (Xue et al., 2019).

A presenca do fosforo foi evidenciada pela presenca do orbital P2p. O sinal deste
orbital apresentou um pico de perfil assimétrico, sugerindo a sobreposicao dos orbitais
P2ps2 e P2p12. A presenca deste pico de forma assimétrica também foi observado por
Oliveira et al. (2021a) ao dopar a estrutura da Hap com Zn?*, e segundo Bharath et al.
(2017) e Lowry et al (2017) este perfil assimétrico € uma caracteristica dos compostos
a base de fosfato. O pico referente ao orbital P2ps2 e P2p12 foram observados em
132,95 eV e 133.75 eV, respectivamente, com energia de acoplamento de spin (AE)
= 0,80 eV sendo atribuido a ligagdo P-O dos grupos PO43~ (Lopez et al., 2013).

Para os sélidos modificados, observa-se a presenca de dois picos adicionais, em
relacdo ao espectro da HAp pura. Esses picos foram associados apenas a presenca
da espécie de Nb>* (Atuchin et al., 2005) referente aos orbitais Nb3d. Os picos
observados foram referentes aos orbitais Nb 3ds;2 € Nb 3ds2, localizados em 207,30
eV e 208,49 eV respectivamente, e foram atribuidos a ligacdo Nb>*-O no sitio de Ca(ll)
(Guo et al., 2018; Xie et al., 2019). Observa-se ainda que com o0 aumento da
concentracdo de nidbio, os picos referentes aos seus orbitais ficam cada vez mais
evidentes, o que pode indicar a maior incorporagéo de nidbio nesses solidos e a uma
maior organizacdo nas ligacdes Nb°*-O. Dentre as varias espécies catidnicas de

nidbio, o Nb(V) é a unica espécie que possui NC igual a 7, o que poderia viabilizar a
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substituicdo no sitio Ca(ll), como sugere os dados de refinamento estrutural de
Rietveld.

3.4.6. Espectroscopia UV-vis de refletancia difusa

O espectro UV-vis de refletancia difusa da Hap (Figura 3.10) consiste em uma
ampla banda localizada em torno de 200-300 nm, atribuida & transferéncia de carga
0?— Ca?* de ambos os sitios de Ca(l) e Ca(ll), o que também foi observado por

Carniti et al (2014), que propds a mesma modificacdo estrutural utilizando o nidbio.

Figura 3.10. Espectros de UV-vis a) Hap, b) Hap.Nb5% e ¢) Hap.Nb10%.
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Para os solidos com adicdo de Nb, observa-se nos espectros que a banda
referente a transicdo de carga para o calcio sofre uma reducdo, e um deslocamento
para maiores comprimentos de onda, possivelmente devido a substituicdo do calcio
por nidbio. Observa-se ainda que o soélido com a maior concentracdo de nidbio
(Hap.Nb10%), continua absorvendo em toda regiéo do visivel, o que possivelmente é
atribuido a transferéncia de carga de ligante para metal 0>~ — Nb®* nos octaedros de
NbOs (Zhu et al., 2006), o que corrobora com os dados de Raman e FTIR.

Além dessas observacdes, nota-se para os solidos modificados ndo foram
identificados sinais em 230 nm, que segundo alguns autores € atribuido a
transferéncia de carga de ligante para metal O?~ — Nb®* em coordenacéo tetraédrica
(Carniti et al., 2014; Scotti et al., 2019; Zhu et al., 2006). A auséncia deste sinal pode
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indicar que o niébio inserido na estrutura da Hap ndo assume este tipo de
coordenacao, o que corrobora com os dados do refinamento Rietveld, ao sugerir que

a substituicéo ocorra no sitio Ca(ll), e ndo nos sitios tetraédricos do grupo PO4*.

3.4.7. Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV) com EDS (MEV-EDS)

A fim de averiguar a morfologia e 0 mapa composicional dos solidos modificados
com nidbio, foi feito foi feito o MEV-EDS. Para a Hap (Figura 3.11), as imagens de
MEV evidenciam que a morfologia deste material € formada por particulas
aglomeradas de formato levemente arredondadas, com bordas bem definidas. Ja os
mapas mostram que os elementos constituintes da Hap estdo bem dispersos (Figura
3.12), ndo havendo a formacéo de aglomerados.

Figura 3.11. Imagens de MEV da Hap pura com diferentes ampliacdes
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Figura 3.12. Mapeamento EDS da Hap pura

81



Ca Kal P Kal O Kal

Spm

Figura 3.13. Imagens de MEV ‘da Hap Nb10% com dlferentes am

A NS R

Eha(;oes

20.000 x 50.000 x

82



Figura 3.14. Mapeamento EDS da Hap.Nb10%
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3.4.8. Teste de atividade antimicrobiana

As imagens das placas de Petri referente aos testes antimicrobianos frente a
bactérias S. aureus apos o uso dos soélidos em diferentes quantidades em massa,
assim como os controles de crescimento, positivo e de esterilidade sado apresentados

na Figura 3.15.

Figura 3.15. Efeito inibitério da Hap/Nb-10% frente a bactéria S. aureus
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Observou-se que a Hap pura ndo apresentou acdo antibacteriana frente a S.
aureus. No entanto, o sélido modificado com niébio (Hap/Nb-10%), observa-se um
efeito de inibicdo da cepa bacteriana com o aumento da quantidade de solido avaliado,
gue para esses ensaios, foi de 50 mg. A partir desta massa, observa-se que o material
apresentou acao antibacteriana nas condicdes avaliadas.

Esse resultado corrobora com os dados apresentados por Saranya e Prema
(2021), que também observaram a acao antibacteriana da Hap dopada com Nb frente
a Streptococcus oralis e a Streptococcus pyogenes, por contato direto, utilizando a

técnica de disco-fuséao.
3.6 CONCLUSOES

A partir das caracterizagfes realizadas, acredita-se de que € possivel modificar
a estrutura cristalina da hidroxiapatita, dando origem a sélidos com valores de razéo
(Ca/P) proximos ao da hidroxiapatita estequiométrica, indicando que a entrada de
niébio na estrutura, ndo desestabiliza a estrutura deste fosfato, além de possibilitar a
obtencéo de novos materiais com agao antibacteriana.

Os resultados preliminares apontam que a Hap modificada com niébio pode

configurar como um novo material para aplicacdes biotecnoldgicas.

84



Capitulo 4

Fluorapatitas modificados com nidbio obtidos por

co-precipitacao



4.1 INTRODUCAO

A fluorapatita (Fap) € uma material andlogo a hidroxiapatita, diferindo entre
outros aspectos, principalmente pela sua composi¢cdo quimica, pois ndo apresenta
hidroxilas estruturais, e sim ions fluoretos (Bohre, Avasthi e Pet'’kov, 2017), que
também estao localizados, dentro dos canais hexagonais formados pelos sitios de Ca
().

Devido a sua acentuada densidade de carga e reduzido raio i6nico, os ions
fluoretos presentes na estrutura da Fap, proporcionam a contracdo dos parametros
de rede, além de provocar uma reducdo na energia do reticulo cristalino em
comparacao a Hap (Chen et al. 2006; Pajor, Pajchel e Kolmas, 2019). Desta forma, a
fluoropatita (Fap) exibe uma estrutura termodinamicamente mais estavel, mais reativa
e mais resistente a pHs acidos (Chen et al. 2006).

Associada a essas caracteristicas, a Fap apresenta a capacidade de liberar ions
de flor, o que a torna um atraente material para area odontolégica. Quando presente
em concentracdes suficientes a depender da cepa bacteriana em questéo, a Fap
apresenta uma acentuada toxicidade para bactérias cariogénicas, atuando na inibicdo
de suas vias metabdlicas(Walmsley et al., 2007), auxiliando assim no controle da carie
radicular, podendo reduzir a taxa de progressao da carie, além de induzir a parada de
lesGes ativas (Srinivasan et al. 2014), apresentando-se assim como uma importante
ferramenta para a manutencao da saude bucal.

Frente a sua relevancia para a saude humana no Brasil, a fluoracdo das aguas
de abastecimento publico ocorre desde 1974 para as localidades que disp6em de
estagOes de tratamento, conforme a lei federal 6.050 (BRASIL, 1974).

Desta forma, devido as possibilidades de aplicac6es da Fap, decidiu-se avaliar
a influéncia do niébio na estrutura deste fosfato de calcio, de modo a obter um
sinergismo entre suas propriedades, pois ainda ndo ha relatos na literatura que
evidenciem a ocorréncia deste tipo de modificacdo, e as possiveis melhoras nas
propriedades.

De fato, para conducdo deste trabalho foi feita uma pesquisa bibliografica de
artigos que apareceram no banco de dados da Web of Science (Advanced Topic —
TS) de 2000 a 31 de janeiro de 2022. Para tal pesquisa, as palavras chaves
Fluorapatite, Doped Fluorapatite, Niobium Fluorapatite e Doped Niobium Fluorapatite
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foram incluidas como critério de busca, que apontaram 2.646, 169, 4 e 2 referéncias,

respectivamente, como mostra a Figura 4.1.

Figura 4.1. Resultado de busca no banco de dados da Web of Science através da palavras-chave
Fluorapatite, Doped Fluorapatite, Niobium Fluorapatite e Doped Niobium

220 4l Fluorapatite
I Doped Fluorapatite

o
5 200 -l Niobium Fluorapatite
© 180 J Doped Niobium Fluorapatite

S

Ublica

2 160 -

é; 140 -

120 -

100 -

80 -
60
40
20
0

Quantidade de arti

2000 2002 2004 2006 2008 2010 2012 2014 2016 2018 2020 2022
Ano de publicacao

As pesquisas referentes as duas Ultimas palavras chaves, estéo relacionadas a
duas vertentes, a producéo de vitroceramicas de fluorapatita contendo niébio, obtidas
mediante fuséo utilizando SiO2, MgO, CaO, Naz0, K20, Al203, F, P20s e Nb20s (Denry,
Holloway e Gupta, 2012; Denry et al., 2005; Kushwaha et al., 2012), e o recobrimento
de implante metalico utilizando um compdésito baseado em fluorapatita e nidbio
metdlico, obtido por mecanoquimica utilizando Ca(OH)2, P20s e CaF2 (Fathi, Zahrani
e Zomorodian, 2009).

Portanto, levando em conta os objetivos dessa tese, e por ndo haver dados na
literatura que apontem para existéncia de estudos voltados para dopagem estrutural
da Fap, foi realizada a modificacao in situ da Fap com o uso do oxalato amoniacal de
nidbio por co-precipitacdo, cujo objetivo foi o de averiguar a incorporagdo do Nb na
estrutura da Fap. Os so6lidos foram aplicados para adsorcao de tetraciclina e, posterior,

como agente antimicrobiano foi avaliada frente a bactéria Gran positiva.
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4.2. METODOLOGIA

4.2.1. Reagentes quimicos

Os reagentes utilizados foram todos com grau de pureza acima de 95% e sem

purificacdo prévia, cuja listagem esta na Tabela 4.1.

Tabela 4.1. Reagentes utilizados na sintese da Hap.

Reagente Formula Fornecedor

Agua deionizada H20 -

Hidrogenofosfato de diamonio (NH4)2HPO4 Merck

Cloreto de célcio CaCl2 Sigma Aldrich
Fluoreto de sodio NaF Merck

Hidroxido de sodio NaOH Vetec

Oxalato amoniacal de nidbio NH4H2[NbO(C204)3] Doado pela CBMM
Cloridrato de tetraciclina C22H24N20s Sigma Aldrich

4.2.2. Sintese da Fap

A sintese da fluorapatita foi realizada por co-precipitacao, partindo de solucdes
aquosas do fluoreto de célcio (1,66 g dissolvidos em 250 mL de &gua deionizada),
hidrogenofosfato de diaménio (15,58 dissolvidos em 250 mL de agua deionizada) e
cloreto de caélcio (29,119 solubilizados em 250 mL de agua deionizada), cuja razdo em
mol Ca/P foi mantida em 1,67.

Inicialmente foi preparada uma solugdo de NaOH a pH 10, e em seguida a
mesma foi transferida para um becker e foi agitada a 500 rpm durante 5 min a
temperatura ambiente, e em seguida foi adicionado o fluoreto de sdédio.
posteriormente, adicionou-se de forma simultanea, numa vazdo de 1 mL min, as
solucdes aquosas de cloreto de calcio e hidrogenofosfato de diaménio.

Ao final da adicao dos precursores de calcio e fosforo, o precipitado formado foi
envelhecido sob agitacao a 100 rpm a temperatura ambiente por 24 h. Em seguida, o
sélido resultante foi filtrado por filtracdo simples e lavado com &agua deionizada.

Posteriormente, o material foi encaminhado para secagem em estufa a 100 °C por 24
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h, como mostra a Figura 4.2, que sumariza as etapas envolvidas neste processo de

sintese.

Figura 4.2. Procedimento de sintese da Fap.
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4.2.3. Modificagao estrutural da Fap

Para o processo de modificacdo com niobio, utilizou-se 0 mesmo processo com
descrito na cessao 3.2.3 do capitulo 3 (rota 1), utilizando o oxalato amoniacal de niébio
como precursor dos fons Nb®>*. Para a modificagcdo foram avaliadas 2 proposicées
variando-se a quantidade de nidbio em 5 e 10% em mol em relacdo a quantidade de
calcio presente nos solidos, tais quantidades foram escolhidas pois foram as
concentracéo inicial e a final cuja a presenca de niodbio possa ter iniciado a formacgéao

de uma segunda fase, como foi identificado através do Raman, no capitulo anterior.

4.2.4. Adsorcgéao do cloridrato de tetraciclina

Os ensaios de adsorcgéo da tetraciclina, foram realizados utilizando a Fap pura
no método de batelada. Os testes de adsorcédo foram realizados utilizando uma

solucéo aquosa de tetraciclina a 100 mg L* em pH 6, utilizando diferentes dosagens
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de adsorvente, tempos de contato com a solu¢éo e concentracdes iniciais do farmaco,

cuja estrutura esta apresentada na Figura 4.3.

Figura 4.3. Estrutura da tetraciclina. Fonte Oliveira, 2021

Inicialmente foi avaliado o efeito da dosagem do adsorvente. Para esse estudo
foram utilizadas as massas de 5, 10, 25, 50, 75, 100, 150, 200 e 300 mg que foram
colocadas em contato com 20 mL da solucéo do farmaco (100 mg L) a 25 °C por 24
h em pH 6. Decorrido o tempo de contato, a suspensao foi centrifugada a 7.500 rpm
por 15 min e o sobrenadante foi quantificado por espectroscopia ultravioleta-visivel
(UV-Vis) em um equipamento da Shimadzu, modelo UV-2550, utilizando o principal
pico de absorcdo da TCC (354 nm). Apdés as leituras, a quantidade adsorvida (q), foi

calculada através da Equacao 4.11.

Equacdo 4.11 — U(Ca - Ce)
m

g = quantidade adsorvida (mg L)

Co = concentracgéo inicial da TCC (mg L)
Ce = concentragdo final da TCC (mg L)
V = volume (L)

M = massa do adsorvente (g)
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Para o estudo do efeito do tempo, foi utilizada a massa que atingiu o equilibrio
de adsorcdo, na isoterma de dosagem do adsorvente, em intervalos de tempos
variando de 5, 10, 20, 40, 60, 90, 120, 150, 180 e 240 minutos. Esses sistemas foram
mantidos a 25°C em pH 6, e utilizando 20 mL da solucéo do farmaco a 100 mg L.

A cinética de adsorcao foi investigada pelo ajuste néo linear dos dados obtidos
as equacOes dos modelos de pseudo-primeira-ordem, pseudo-segunda-ordem e

Elovich, assim como descrito na Tabela 4.2.

Tabela 4.2. Modelos aplicados ao estuco cinético equilibrio

Modelo Equacao* Referéncia
Pseudo-primeira-ordem g = qo.(1 — e~ F1t) (Lagergren, 1898)
kot
Pseudo-segunda-ordem qe = de "2 (Ho e McKay, 1999)
1+ k,t
1
Elovich* q: = Eln (apt) (Chien e Clayton, 1984)

*Equacao simplificada, assumindo aft >> 1.

Em que:

gt € a quantidade adsorvida em fator do tempo

ge € a quantidade do farmaco adsorvido no equilibrio (mg g*)
k1 - Constante de pseudo-primeira-ordem (min-t)

k2 - Constante de pseudo-segunda-ordem (g mg* min-t)

a — Taxa inicial de adsor¢do (mg g™! min™)

B — Constante de Elovich (g mg™)

t - tempo (min)

Para o estudo de equilibrio, foram utilizadas a massa e o tempo de equilibrio das
isotermas anteriores, variando a concentracao inicial do farmaco em 10, 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90 e 100 mg L. Esses sistemas foram mantidos a 25°C em pH 6, e
utilizando 20 mL da solucéao do farmaco.

Os dados obtidos nas isotermas de equilibrio foram ajustados aos modelos

Langmuir, Freundlich e Temkin, como sumarizados na Tabela 4.3.

Tabela 4.3. Modelos aplicados as isotermas de equilibrio
Modelo Equacéao* Referéncia
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_ QméxKL Ce

Langmuir qe = 1+KC (Langmuir, 1918)
L%e
Freundlich 4. = KoC,7 (Freundlich, 1906)
RT
Temkin Qe = b—ln (A7C,) (Temkin e Pyzhev, 1940)
T
Em que:

Ce é a concentracédo de equilibrio do farmaco (mg L)

ge € a quantidade do farmaco adsorvido no equilibrio (mg g*)
gmax € a capacidade maxima de adsorcéo do adsorvente (mg g2)
KL é a constante de Langmuir (L mg™)

Kr é a capacidade de adsorcéo (mg g)

bt é a entalpia de adsorcédo (J mol™")

At é a constante isotérmica (L mg~ ")

R é a constante dos gases ideais (8,314 J mol™" K)

T é a temperatura absoluta (K)

4.2 .5 Atividade antimicrobiana in-vitro

Para a realizac&o dos ensaios antibacterianos seguiu-se o mesmo procedimento

descrito no item 3.3.5 do Capitulo IlI.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.3.1 Difratometria de raios X (XRD)

Os padrdes de difracdo para as fluorapatitas pura e modificadas com nidbio séo
mostradas na Figura 4.4. Os picos de difracdo das amostras foram indexados
conforme a fase hexagonal da Fap, com o grupo espacial P63/m de acordo com a
carta JCPDS 015-0876.

Figura 4.4. Difratogramas de raios x para os sélidos a) Fap, b) Fap.Nb5% e Fap.Nb10%

92



o
— o
— —
—~ — N
@ pa}
oD |
N 1
q, S
3 3 o
= n g g g
- — 1 — 1
2 | : Co
S |C : Nt
= A
1 ' ! L
b) ' b e
- A Ft
: -
a) - b
e ) .
1 v 1 1 1 1 1 1
5 10 15 20 25 30 35 40 45

20 (graus)

A partir dos difratogramas obtidos, observa-se que os solidos modificados
apresentam apenas picos referentes da fase da Fap, indicando a obtencéo desse
material. Adicionalmente é possivel observar também a ocorréncia de deslocamentos
para maiores valores de 26, sendo esses deslocamentos mais expressivos para o
sélido com a maior quantidade de modificacao (Fap.Nb10%).

Tais deslocamentos podem estar associados ao processo de substituicdo do
calcio pelo nidbio na estrutura deste fosfato. Como os raios idnicos destas espécies
sdo significativamente diferentes Ca?* (10,6 nm) e Nb®" (6,9 nm), a estrutura do
material posteriormente a modificacdo tende a sofrer uma contracdo, de modo a
estabilizar a estrutura da Fap, e modificando os parametros de rede, como
apresentados na tabela 4.4.

Tabela 4.4. Parametros de rede e volume da célula unitaria

S6lido Parametro a Parametro c Volume da célula unitaria
(hm) (hm) (nm?)
Fap 9,3725 6,8739 524,94
Fap.Nb5% 9,3702 6,8697 524,76
Fap.Nb10% 9,3697 6,8671 524,67
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Como observado, a adicdo da espécie Nb>* provocou alteracdes nos seus
parametros de rede, a e ¢, bem como o volume da célula unitaria. Para o parametro a
e c observa-se valores decrescentes, com 0 aumento da concentragéo de niébio. Para
o volume, também € observado a mesma tendencia de decréscimo, o que corrobora
com a ideia da substituicdo do Ca?* pelo Nb°*, e uma respectiva contracéo da estrutura
cristalina. Tais observacfes estdo em concordancia com os dados de Paduraru et al
(2021) que também realizaram a modificacdo de uma apatita com ions metélicos de

menor raio iénico do que o calcio, e observaram uma contracao na estrutura.

4.3.2 Espectroscopia na regido do infravermelho

Os espectros FTIR das amostras sdo mostrados na Figura 4.5 Os espectros
FTIR da fluorapatita e s6lidos modificados apresentaram bandas correspondentes aos
modos ativos da fase da Fap, sem a presenca de absorcdes referentes a presenca do

nidbio nas duas composicdes avaliadas.

Figura 4.5. Espectros na regido do infravermelho para os solidos a) Fap, b) Fap.Nb5% e Fap.Nb10%
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Avaliando os espectros, sdo observadas bandas em 3567 cm-! atribuida ao

estiramento O-H dos grupos P-OH localizados na superficie, em 3436 cm! associadas
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a agua adsorvida, ja as deformacdes OH sdo observadas em 632 cm™* (Mercado et
al., 2014). Ja as bandas caracteristicas dos fosfatos de célcio sdo observadas em
1095, 1036 e 963 cm™ e sdo atribuidas ao estiramento assimétricos do grupo PO43
(Nazeer, Yilgor e Yilgor, 2017). Absorc¢bes referentes a deformagéo dos grupos P-O
(PO4 3) e P-O(HPO4%*) também estédo presentes em estdo presentes em 602 e 567
cml, respectivamente.

A partir dos espectros, pode-se observar também o alargamento das bandas
associadas aos grupos fosfatos (Tabela 4.5), principalmente para a bandas 1095 e
1036 cm?, o que possivelmente esta associado a contragcdo na estrutura, observado

na difracédo de raios X.

Tabela 4.5. Valores de FWHM para as bandas dos grupos fosfatos

Solido FWHM (1095 cm-1) FWHM (1036 cm1)
Fap 671,043 466,642
Fap.Nb5% 906,677 631,719
Fap.Nb10% 130,163 125,717

Além da diferenca de raios idnicos do Ca®* e do Nb°*, essas espécies
apresentam cargas distintas, o que pode acarretar a formacao de vacancias nos sitios
catibnicos, 0 que consequentemente pode reduzir a coordenacdo de um oxigénio
dentro do tetraedro do grupo fosfato, encurtando a ligacdo P-O e impactando na
simetria deste grupo. A perda de simetria, proporciona o alargamento das absor¢cdes
referentes ao grupo PO4%, como pode ser observado pelos valores crescentes de
FWHM, o que também foi observado por Ignjatovi¢ et al (2019), ao modificar a

estrutura de uma apatita com ions metalicos menores que o célcio (Tm?3*, Yb®*).
4.3.3 Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS)

A natureza quimica e a composicao elementar da superficie dos soélidos foram
investigadas por medidas de XPS. A partir dos espectros (Figura 4.6), observou-se a
presenca de Ca, P e O, além da presenca do Nb nas modificagbes propostas, como

ilustra a Figura 4.6.
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Intensidade (u.a)

Figura 4.6. Espectros de fotoelétrons excitados por raios X para os solidos a) Fap, b) Fap.Nb5% e
Fap.Nb10%
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Para o oxigénio foi observado o pico referente ao orbital O 1s localizado em 530
eV, onde em todas as amostras ele assume um perfil assimétrico, o que indica a
sobreposicao de sinais. Esses sdo atribuidos a ligacado O-P dos tetraedros de fosfatos
em ambos os sitios Ca(l) e Ca(ll), e a espécie de oxigénio quimicamente adsorvidos
na superficie das amostras, como foi evidenciado nos espectros de infravermelho, e
corrobora com as observacgdes de Oliveira et al (2021Db).

Para o célcio, ha a presenca de dois picos bem definidos associados aos orbitais

Ca2 ps2 e Ca2 pu2. Para o orbital Ca2p da amostra pura, o pico CaZ2 pas/2 foi observado
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em 349,52 eV, e é atribuido as ligacdes Ca-O (P) nos sitios Ca (I) e Ca(ll) (Oliveira et
al. 2021). Ja o sinal referente ao orbital Ca2pi/2 foi observado em 346,04 eV, sendo
atribuido a ligacdo do Ca-O(C) referentes aos grupos carbonatos adsorvidos na
superficie, como também foi demonstrado por (Dreghici et al., 2020).

Ja a presenca do fosforo foi evidenciada pela presenca do sinal referente ao
orbital P2p, que apresentou um perfil assimétrico, sugerindo a sobreposicao de dois
orbitais, o P2ps2 e 0 P2p12, como também foi descrito por Oliveira et al. (2021a). Os
sinais referentes aos orbitais P2ps;z e P2p12 foram observados em 132,48 eV e 132,48
eV, respectivamente, sendo atribuidos a ligacdo P-O dos grupos PO43~ (Lopez et al.,
2013).

Para os solidos modificados, observa-se a presenca de dois picos adicionais.
Esses sinais foram associados a presenca da espécie de Nb>* (Atuchin et al., 2005),
associados aos orbitais Nb3d. Os sinais referentes a esses orbitais (Nb3dsze Nb3ds2)
foram observados em 206,3 eV e 209,1 eV, respectivamente (Guo et al., 2018; Xie et

al., 2019), os quais foram atribuidos a ligagdo Nb® - O.
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4.3.4 Microscopia eletronica de varredura (MEV)

As imagens de microscopia eletrdnica de varredura da Fap e suas respectivas
modifica¢des utilizando niébio séo exibidas na Figura 4.7

Figura 4.7. Imagens de MEV dos sélidos Fap puro e modificadas com niébio.
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A partir das imagens, pode-se observar que a Fap é formada por particulas no
formato de placas aglomeradas com bordas definidas.

Para a Fap.Nb5% é observado que as particulas assumem um formato de
aglomerados de poliedros com formato arredondados e bordas irregulares. Para o

98



sélido Fap.Nb10% foi observado que as particulas sdo formadas por placas
aglomeradas com bordas irregulares. Comparando-se a Fap e sélidos modificados, é
observado que adicdo de nidbio na estrutura da apatita ndo proporcionou uma grande
modificacdo na morfologia das particulas.

4.3.5 Estudo de adsorcéo o cloridrato de tetraciclina

Os estudos de adsorgéo foram conduzidos utilizando apenas a Fap pura, tendo
em vista que para os solidos modificados com nidbio ndo ocorreu adsorcao do farmaco

avaliado. Ou seja, a presenca de niobio alterou a reatividade da Fap frente a
tetraciclina.

4.3.6 Efeito da dosagem do adsorvente

A eficiéncia de remocéo do farmaco avaliado mediante a dosagem do adsorvente
€ mostrada na Figura 4.8.

Figura 4.8. Efeito da dosagem do adsorvente para a Fap.
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Avaliando a isoterma, € observado que a eficiéncia de adsor¢éo da tetraciclina

aumentou com o aumento da dosagem do adsorvente até atingir o equilibrio quando
foi utilizado 150 mg do adsorvente.
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4.3.7 Efeito do tempo

A isoterma que ilustra o efeito do tempo de contato na adsor¢ao da tetraciclina
na Fap é apresentada na Figura 4.9. A partir dos dados é observado que o equilibrio
é atingido rapidamente nos primeiros minutos, cujo gexp foi de aproximadamente 22,5
mg g* em 50 min. Esse resultado foi melhor que o relatado para Hap incorporadas
com Fe(lll), no qual o equilibrio foi atingido apenas apds 6 h (Li et al. 2017) e difere
ao obtido para adsorcéo de tetraciclina em Hap modificadas com zinco, cujo tempo de
equilibrio foi inferior a 10 min, porém adsor¢do maxima de 3,6 a 5,9 mg g* (Ci = 50
mg L ~* e pH 5) (Oliveira et al., 2021b). Os dados experimentais obtidos do estudo
cinético foram ajustados aos modelos de pseudo-primeira ordem, pseudo-segunda
ordem e Elovich, cujos parametros obtidos das lineariza¢des estdo sumarizados na
Tabela 4.6.

Figura 4.9. Estudo cinético e ajuste dos dados experimentais aos modelos de pseudo-primeira-ordem,
pseudo-segunda-ordem e Elovich para adsorcao da tetraciclina na Fap
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Tabela 4.6. Parametros cinéticos obtidos a partir do ajuste dos dados aos modelos de pseudo-primeira-
ordem, pseudo-segunda-ordem e Elovich, para adsorcdo da tetraciclina na Fap

Pseudo-primeira-ordem

Geexp) (MY 97) ki (min) e (Mg g™) R? DP (mg g™)
22,75 0,54 + 0,03 22,57 0,10 0,7563 2,387
Pseudo-segunda-ordem
Geexp) (MY 97 ka2 (9 mg™ min™) e (Mg g™) R? DP (mg g™)
22,75 0,11 £ 0,00 22,78 £ 0,02 0,9923 0,423
Elovich
A (10*mg.gtmin?) B (g.mg?) R? DP (mg g?)
1,22 +1,19 2,70+ 0,44 0,8028 2,148

Foi observado pelos valores de R? e DP que o melhor ajuste dos dados
experimentais foi observado para o modelo de pseudo-segunda-ordem, sugerindo que
a taxa de adsorcao é influenciada pela da quantidade, espécie quimica adsorvida e
da quantidade adsorvida no equilibrio.

4.3.8 Efeito da concentracao inicial da tetraciclina

A isoterma de adsorcdo da tetraciclina na Fap é apresentada na Figura 4.10. e
os dados referentes aos parametros é exibido na tabela 4.7. A partir dos dados é
observado que a capacidade adsortiva da Fap aumenta com a concentracdo do

farmaco e atinge o equilibrio de adsorcdo com gexp de 26,17 mg g*.

Figura 4.10. Isoterma de adsorcéo e ajuste dos dados aos modelos de Langmuir, Freudlich e Temkin
para adsorcéo da tetraciclina na Fap.

30 S
25
20
FI'@
o 154
£
T 10
Langmuir
5 - Freundlich
—— Temkin
O T T T T T T
(0] 10 20 30

C_(mgL™)

101



Tabela 4.7. Parametros de adsorcédo da tetraciclina pela Fap de acordo com os modelos de Langmuir,
Freundlich e Temkin

Langmuir
e (exp) (MY ™) Qmax (Mg g™ KL(10?Lmg') R? DP (mg g*)
26,17 43,51 + 3,58 5,74 +£0,76 0,9884 1,542
Freundlich
n Ke(mg g?) (mgL™)*  R? DP (mg g™
1,44 + 0,10 2,90+0,32 0,9625 2,772
Temkin
br (1023 mol') Ar(Lmg?) R? DP (mg g?)
3,48+0,21 1,03 + 0,07 0,9665 2,618

O resultado obtido foi comparado as capacidades de adsorcdo da tetraciclina
observada na literatura para outros fosfatos de calcio (Tabela 4.8). A capacidade
adsortiva da Fap foi superior a da Hap pura (Oliveira et al., 2021a) e modificada com
Fe (Ill) (Li et al.,, 2017), cujos valores observados foram de 10,6 e 14 mg g?,

respectivamente.

Tabela 4.8. Capacidade de adsorcao da TCC em fosfatos de célcio de acordo com a literatura nas
respectivas condicbes experimentais

Condicdes
experimentais
Apatita nanocristalina 100 min, 22°Ce Ci=0 -

ge (Mg g!) Referéncia
(CAZALBOU et

Sistema

biomimética 820mg L? 36,4 al. 2015)
Hap 10,6
HAp/ZnO-5%* 20 min, 25°C, pH 5,0 e 35,4 (OLIVEIRA et al.
HAp/ZnO-10%* Ci=1-2500mg L* 91,4 2021)
HAp/ZnO-20%* 146,9

360 min, 25°C, pH 5,0 e
Ci=5-50mg L?
180min, 20°C, pH 8, Ci

= (10-300 mg.L? 76,02
5 min, 25°C, pH 6,0,eCi 26,17 mg
10-100mg.L1 gt
*Hidroxiapatitas modificadas com ZnO; **Hidroxiapatita modificada com Fe(lll).

Fe-Hap** ~14,0 (Ll etal. 2017)

(Ersan et al.,
2015)

Presente estudo

Hap/Caulinita

Fap
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4.3.9 Caracterizacao dos solidos contendo tetracicilina
4.3.9.1 Espectroscopia na regiao do infravermelho

Os espectros de FTIR da Fap ap6s adsor¢do sao apresentados na Figura 4.11.
A fim de analisar a presenca das bandas caracteristicas da tetraciclina foram
analisados os sélidos resultantes ao longo da isoterma de equilibrio (20 mg L1, 40 mg
L-e 80 mg LY.

Figura 4.11. Espectros na regido do infravermelho da tetraciclina, e solidos utilizados na isoterma de
equilibrio a) Fap, b) Fap-20mg.L%, ¢) Fap-40mg.L1, d) Fap-80mg.L! e e) tetraciclina
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Ao analisar os espectros de absorcao, observa-se o surgimento de novas bandas
em 1453 cm™ e 1617 cm™ atribuidas ao estiramento C = C e estiramento de grupos
carbonilas, além da banda em 2934 cm™! atribuida ao estiramento CHs (Kumar Trivedi,
2015; Zang et al., 2019). A banda larga em torno de 3441 cm foi atribuida as bandas
correspondentes aos grupos OH da agua adsorvida na superficie da Fap e da
estrutura da tetraciclina. Independentemente do solido analisado, as absorcdes da
tetraciclina foram observadas.

A presenca dessas absorc¢des sugere que a molécula de tetraciclina foi adsorvida
na superficie do solido.
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4.3.9.2 Difratometria de raios X (XRD)

Os padrdes de difracdo para a fluorapatitas pura e apds as adsor¢des da

tetraciclina sdo mostradas na Figura 4.12

Figura 4.12 Difratogramas de Raios-X da amostra de FAP antes (a) e ap6s adsor¢éo de 7,5 mg g (b),
13,68 mg g* (c) e 25,99 mg g* (d) de tetraciclina.
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Observa-se que independentemente da quantidade de tetraciclina na amostra,
houve significativa alteracéo na cristalinidade das amostras comparada com a Fap,
considerando o alargamento dos planos de difracdo e auséncia de picos referentes
aos planos (100), (101), (200), (111) e (301). Esse comportamento pode sugerir que

a tetraciclina foi adsorvida na superficie da Fap.
4.3.10. Teste de atividade antimicrobiana

As imagens das placas de Petri com bactérias S. aureus ap6s o uso do solido
em diferentes quantidades de massa, assim como 0s controles de crescimento,

positivo e de esterilidade sao apresentados na Figura 4.13.
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Partir da aplicacao observou-se que o aumento da quantidade de Fap carregada
com tetraciclina tem a capacidade de inibir crescimento bacteriano. Para as
guantidades avaliadas, constatou-se que a concentracdo inibitoria minima foi de 25
mg mL? frente a S. aureus, o que evidencia a capacidade antibacteriana da Fap
associada a tetraciclina.

4.4 Conclusoes

A partir das caracterizacoes realizadas, sugere-se que a estrutura cristalina da
Fap tenha sido modificada pela entrada no nidbio, o que ndo desestabilizou sua
estrutura. Observou-se que a modificacdo da estrutura da Fap com nidbio reduziu a
adsorcado do farmaco. Para a adsorcéo do farmaco na Fap pura, constatou-se que a
mesma possui uma cinética de adsorcéo rapida, conseguindo adsorver 22,5 mg g*
em 50 min.

A Fap associada ao farmaco apresentou acao antibacteriana frente a S. aureus
de 100% nas condi¢des avaliadas, cuja concentragdo inibitéria minima foi de 25 mg
Lt
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Capitulo 5

B-fosfatos tricalcicos modificados com niobio
obtidos por co-precipitacéo
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5.1. INTRODUCAO

O B-fosfato tricalcico € considerado um biomaterial altamente promissor para a
area biotecnoldgica, principalmente para aplicacdes em que envolvem reparo de
defeitos 6sseos (Hoover et al., 2017). Diferentemente de outros fosfatos de calcio, o
B-TCP apresenta uma taxa de dissolucéo favoravel, o que influencia o processo de
osteogénese (Holzapfel et al., 2013), além de inibir processos de reabsor¢do 0ssea,
conduzidos pela atividade osteoclastica (Araujo, Liljenberg e Lindhe, 2010).

Uma caracteristica deste material é a possibilidade de modificacGes estruturais,
realizadas principalmente por substituices catibnicas, que tém como objetivo ampliar
as potencialidades aplicativas do material. A exemplo, Yuan et al (2020) modificaram
a estrutura do B-TCP com a adicao de prata, e evidenciaram sua capacidade anti-
bacteriana frente a duas espécies, a Escherichia coli e a Styphylococcus aureus. Ja
(Rau et al., 2019) observou que a dopagem da estrutura do B-TCP com manganés
apresenta atividade anti-bacteriana frente a outras espécies de bactérias, como
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella entérica. Fadeeva et al
(2021) realizaram a dopagem da estrutura do B-TCP com cobre e evidenciaram a
capacidade antibacteriana do material resultante frente a Escherichia coli e a
Salmonella Enteritidis.

Frente as possiveis melhoras nas propriedades do material, decidiu-se avaliar a
influéncia do nidbio como dopante na estrutura deste fosfato de calcio, pois ainda nao
ha relatos na literatura e evidenciem a ocorréncia deste tipo de modificacdo, e as
possiveis mudancas nas propriedades.

De fato, em pesquisa bibliografica de artigos que apareceram no banco de
dados da Web of Science (Advanced Topic — TS) de 2000 a 31 de janeiro de 2022
contendo as palavras chaves B-phosphate tricalcium, Doped B-phosphate tricalcium,
Niobium B-phosphate tricalcium e Doped Niobium B-phosphate tricalcium apontaram
5.164, 348, 5 e 0 referéncias, respectivamente, como mostra a Figura 5.1
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Figura 5.1. Pesquisa sistematica na base de dados da web of Science.
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A partir dos dados referentes as publicagbes, observa-se que num intervalo de
22 anos, ha apenas 5 publicacdes que versem sobre estudos que envolvem nidbio e
0 B-TCP. Esses estudos propdem a formulacdo de compasitos utilizando o pentoxido
de niébio (Bonadio et al., 2020; Kiyochi Junior et al., 2020; Prado et al., 2021),
obtencado de ceramica bifasica (B-TCP/Hap) contendo niébio (Tamai et al., 2007), e o
recobrimento de uma liga metalica (Ti-29Nb-13Ta-4.6Zr) com B-TCP (Akahori et al.,
2008).

Por outro lado, pesquisas sobre o uso de nidbio para dopar a estrutura do -
TCP, observa-se que ainda ndo ha na relatos na literatura.

5.2. METODOLOGIA

5.2.1 Reagentes quimicos

Os reagentes utilizados foram todos com grau de pureza acima de 95% e sem

purificacdo prévia, cuja listagem esta descrita na Tabela 5.1.

108



Tabela 5.1. Reagentes utilizados na sintese do B-TCP.

Reagente Férmula Fornecedor

Agua deionizada H20 -

Hidrogenofosfato de diamonio (NH4)2HPOa4 Merck

Nitrato de calcio Ca(NOs3)2 Sigma Aldrich
Hidroxido de aménio NH4OH Vetec

Oxalato amoniacal de niobio NH4H2[NbO(C204)3] Doado pela CBMM
Pentacloreto de niébio NbCls Doado pela CBMM

5.2.2 Sintese do B-TCP e seus derivados

A sintese do B-TCP foi realizada por co-precipitagdo partindo de solucdes
aquosas do hidrogenofosfato de diaménio a 0,12 mol L e do nitrato de calcio a 0,20
mol.L't, mantendo a razdo Ca/P = 1,5. Inicialmente foi preparado 50 mL de uma
solucéo de hidroxido de amonio 1 mol L't com pH =10, que em seguida foi transferida
para um becker com capacidade de 1 L, e agitada a 1.000 rpm durante 5 min a
temperatura ambiente.

Em seguida, adicionou-se lentamente a solucdo de hidrogenofosfato de
diamonio numa vazédo de 5 mL min e ao final desta adicéo, o sistema foi deixado em
agitacdo constante por 10 min para a completa homogeneizacdo da solugéo
resultante. Posteriormente foi adicionado a solugdo do nitrato de célcio numa vazao
de 2 mL min1. A partir do inicio da adicdo do precursor de célcio, o pH da solucgéo foi
monitorado, e mantido em um valor de aproximadamente 8, com a adicéo de hidroxido
de aménio a 1 mol L* (Chaair, Labjar e Britel, 2017; Meenambal et al., 2014; Mirhadi,
Mehdikhani e Askari, 2011).

Ao final da adicédo do precursor de calcio, o precipitado formado foi envelhecido
por 24 h sem agitacdo, e em seguida, ele foi lavado e seco a 100 °C por 24 h.
Posteriormente, o material obtido foi sinterizado a 1000 °C sem controle de atmosfera
por 4 h, sob uma taxa de aquecimento de 10 °C/min, em uma mufla, modelo EDG 3P

7000. Um resumo do método esta apresentado Figura 5.2.
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Figura 5.2. Procedimento de sintese do B-TCP.
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5.2.3 Modificacao estrutural do -fosfato tricalcico com Nb

Para as modifica¢des estruturais do 3-TCP foram sintetizados 5 sélidos partindo
de dois precursores de niébio (oxalato amoniacal de niébio e pentacloreto de nidbio),
onde variou-se a quantidade de nidbio (1, 3, 5, 7 e 10% em mol), em relacdo a
guantidade de célcio presente no substrato.

Para esta etapa, o procedimento seguido foi similar ao descrito para a sintese
do B-TCP, diferindo apenas na adi¢cao do precursor de niébio, onde ele foi adicionado
numa vazdo de 5 mL min sobre a solucéo do hidrogenofosfato de diaménio, e em
seguida e seguiu-se as mesmas etapas descritas anteriormente para a sintese do [3-
TCP. Um resumo do método é apresentado na Figura 5.3, que sumariza as etapas

envolvidas no processo de sintese destes solidos.

110



Figura 5.3. Fluxograma da modificacdo do B-TCP com nidbio
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5.2.4 Técnicas de caracterizacao

Para a etapa de caracterizacao dos soélidos obtidos, foram utilizadas as mesmas
técnicas descritas anteriormente no item 3.3 do capitulo IlI.

5.2.5 Atividade antimicrobiana in-vitro
Para a realizacé&o dos ensaios antibacterianos seguiu-se o mesmo procedimento

descrito no item 3.4 do Capitulo Ill, para todos os materiais obtidos.

5.4. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.4.1. Difratometria de Raios X (XRD)

Os difratogramas do 3-fosfato tricalcico, e respectivos solidos modificados com
os dois precursores de nidbio foram indexados de acordo com carta cristalografica

JCPDS 9-169, como podem ser observados nas Figuras 5.4 e 5.5.
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Figura 5.4. Difratogramas de raios X para os sélidos modificados utilizando o pentacloreto de niébio a)
B-TCP, b) B-TCP.Nb1%, c) B-TCP.Nb3%, d) B-TCP.Nb5%, €) B-TCP.Nb7% e f) B-TCP.Nb10%.
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Figura 5.5. Difratogramas de raios X para os soélidos modificados utilizando o oxalato amoniacal de
niobio. a) B-TCP, b) B-TCP.Nb1%, c) B-TCP.Nb3%, d) B-TCP.Nb5%, e) B-TCP.Nb7% e f) 3-TCP.Nb10%
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A partir dos difratogramas apresentados, observa-se que todos os solidos
obtidos apresentam apenas picos caracteristicos do B-TCP, independentemente do
precursor de niobio utilizado. Observa-se ainda que ha uma sutil reducdo na
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intensidade dos picos, associada a pequenos deslocamentos para menores angulos,
o que também foi observado por outros autores que utilizaram cations menores (Zn?*
Mg?*) que o Ca?* (Tavares et al., 2013) na dopagem do B-TCP. Este deslocamento,
indica um aumento do volume da célula unitéria, devido a presenca do nidbio. Os
dados dos parametros de rede e do respectivo volume da célula unitaria estao

sumarizados na Tabela 5.2.

Tabela 5.2. Valores dos parametros de rede e volume da célula unitaria para o B-TCP e modificagdes.

Parametros de rede da célula unitaria

a c Volume (A3)

B-TCP 10,4036 37,2421 3490,91
Precursor - NbCls - - -

B-TCP.Nb1% 10,4522 37,2803 3498,14
B-TCP.Nb3% 10,4091 37,3718 3521,06
B-TCP.Nb5% 10,4303 37,4398 3542,31
B-TCP.Nb7% 10,4556 37,4686 3547,33
B-TCP.Nb10% 10,4533 37,5028 3548,98
Precursor — OANDb - - -

B-TCP.Nb1% 10,4115 37,2695 3499,98
B-TCP.Nb3% 10,4319 37,2825 3500,80
B-TCP.Nb5% 10,4145 37,3635 3521,34
B-TCP.Nb7% 10,4585 37,4529 3547,81
B-TCP.Nb10% 10,4532 37,5028 3548,95

E possivel observar que os valores obtidos para o parametro “a”, variam
aleatoriamente, independentemente do precursor de nidébio ou da quantidade
utilizada, o que também foi observado por outros autores que utilizaram cétions
metalicos menores que o ion Ca?* (Fadeeva et al., 2021). No entanto, para o
parametro “c” e o volume da célula unitaria V observa-se valores crescentes, mediante
o aumento da quantidade de nidbio inserido, independentemente do precursor
utilizado, o que pode indicar um aumento do volume da célula unitéria, corroborando

com os dados de XRD.
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Esses dados podem ser um indicativo da presenca do niébio na estrutura
cristalina do B-TCP, assim como também foi observado por outros autores que
modificaram a estrutura deste material com alguns ions metdlicos, como o Mg?*
(Tardei et al., 2006), AI** (Tahmasebifar e Evis, 2013) e Fe®* (Vahabzadeh, Hack e
Bose, 2017).

Contudo, devido a complexidade estrutural deste material, que apresenta cinco
sitios calcio ndo equivalentes, ainda nao foi possivel determinar o sitio preferencial de
ocupacédo do Nb°*. Dados da literatura ja chegam a um consenso que, ions bivalentes
com raio idnico menores do que o Ca?* sdo preferencialmente incorporados no sitio
de Ca(5), e posteriormente no sitio Ca(4), a exemplo do Cu?*, Zn?*, Fe?* (Gomes et
al., 2011; Kannan et al., 2009; Spaeth, Goetz-Neunhoeffer e Hurle, 2020). Ja para
substituicdo com ions trivalente como o AI*, Yb3*, Tm3* ainda é observado que ainda
nao um consenso sobre o sitio preferencial de ocupacéo destas espécies (Goldberg
et al., 2017; Silva et al., 2017).

5.4.2 Espectroscopia de absor¢éo na regido do infravermelho (FTIR)

Os espectros FTIR do B-TCP e dos solidos modificados sédo apresentados nas
Figuras 5.6 e 5.7. Observa-se que independente do precursor de niébio utilizado,
todos os espectros de infravermelho obtidos, seja para o B-TCP ou para os sélidos
modificados apresentam o mesmo perfil de absor¢ao.

Dessa forma, para o B-TCP e os respectivos sélidos modificados, se observaram
as bandas caracteristicas do fosfato, que ocorrem na faixa de 1093 a 954 cm™
correspondentes ao estiramento assimétrico de P-O em PO4* (Padmanabhan et al.,
2009). As bandas em 630 a 567 cm! foram atribuidas a deformacéo assimétrica O-P-
O de grupo PO4* (Padmanabhan et al., 2009). Os espectros de todos os materiais
ainda apresentaram banda em 3573 cm referente ao estiramento OH de &agua

fisicamente adsorvida (Jevtic et al., 2008).
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Figura 5.6. Espectros FTIR dos sélidos B-TCP e B-TCP modificados com Nb a partir do precursor de
pentacloreto de niébio a) B-TCP, b) B-TCP.Nb1%, c) B-TCP.Nb3%, d) B-TCP.Nb5%, e) 3-TCP.Nb7% e
f) B-TCP.Nb10%
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Figura 5.7. Espectros FTIR dos sélidos B-TCP e B-TCP modificados com Nb a partir do precursor de
oxalato amoniacal de niébio a) B-TCP, b) B-TCP.Nb1%, c) B-TCP.Nb3%, d) B-TCP.Nb5%, e) B-
TCP.Nb7%, e f) B-TCP.Nb10%.
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Adicionalmente foi ainda observado o alargamento das bandas referentes aos
fosfatos. Esse alargamento torna-se mais intenso a medida que a quantidade de

nidbio aumentou, o que pode indicar que a insercéo do nidbio na rede proporcionou a
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guebra de simetria dos grupos fosfatos, sem, no entanto, comprometer a estrutura
cristalina do material.
Devido aos melhores resultados obtidos quando se utilizou o pentacloreto de

niodbio, as demais caracteriza¢g@es foram conduzidas utilizando apenas esses solidos.

5.4.3. Fluorescéncia de Raios X (FRX)

De forma similar ao que foi discutido no capitulo 4, a presente técnica foi utilizada
de forma complementar, de modo a avaliar qualitativamente a presenca do niébio, nos

sélidos modificados, cujo resultados sdo expressos na Tabela 5.3.

Tabela 5.3. Valores obtidos para os principais componentes (C, P e Nb) nos sélidos modificados (-
TCP/Nb a partir do precursor NbCls

B-TCP/Nb Composicéao (%)

Ca P Nb (Ca+Nb)/P
B-TCP.Nb1% 0,84 0,72 0,013 1,19
B-TCP.Nb3% 0,81 0,69 0,040 1,23
B-TCP.Nb5% 0,79 0,67 0,065 1,28
B-TCP.Nb7% 0,76 0,66 0,081 1,28
B-TCP.Nb10% 0,69 0,61 0,134 1,36

A partir dos resultados de FRX, pode-se confirmar a presenca do nidbio nos
sélidos modificados, corroborando com os dados de difracdo de raios X. Pode-se
observar ainda que a razdo (Ca+Nb/P) obteve valores um pouco divergentes do -
TCP estequiométrico, o que também foi observado por outros autores que propuseram
dopagem do B-TCP com La®" e Si** (Meenambal et al., 2014; Prem Ananth et al.,
2015). Segundo esses estudos, a diferenca pode estar associada a mecanismos de
compensacdo de carga, gerando vacancias de calcio na estrutura, de modo a
contrabalancear a carga do niobio, reduzindo de forma significativa a razéo
(Ca+Nb/P).

5.4.4. Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS)

A natureza quimica e a composicao elementar da superficie dos sélidos foram
investigadas por medidas de XPS, cujos espectros estao apresentados na Figura 5.8.
A partir dos espectros, observou-se a presenca de Ca, P, e O para a B-TCP, além da
presenca do Nb em todas as modificacfes propostas com esse fosfato.
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Figura 5.8. Espectros XPS das amostras: Hap (a), B-TCP.Nb1% (b), B-TCP.Nb3% (c), B-TCP.Nb5%
(d), B-TCP.Nb7% (e) e B-TCP.Nb10% ().
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Para o calcio é observado a presenca de dois picos atribuidos orbitais Ca2pas/2 e
Ca2pi2. No espectro Ca2p da amostra pura, o pico Ca2ps2 foi observado em 349,44
eV, associado as ligacbes Ca-O(P). O pico Ca2pui2 foi observado em 345,95 eV,
atribuido a ligacdo do Ca-O(C) referentes aos grupos carbonatos adsorvidos na
superficie.

Para o oxigénio foi observado o pico do orbital O 1s em 529,95 eV e foi atribuido

a ligagéao O-P dos tetraedros de fosfatos.
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A presenca do fosforo foi evidenciada pela presenca do orbital P2p, cujo sinal
deste orbital apresentou um pico de perfil assimétrico, sugerindo a sobreposi¢cao dos
orbitais P 2ps/2 e P 2p12. O pico referente ao orbital P 2ps/2 e P 2p1/2 foram observados
com energia de acoplamento de 129,48 eV e 130,08 eV, respectivamente, sendo
atribuidos a ligacdo P-O dos grupos PO43*~ (Ma et al., 2016; Xie et al., 2019).

Adicionalmente para os solidos modificados, observa-se a presenca de dois
picos adicionais, em relacéo ao espectro do B-TCP. Esses picos foram associados a
presenca da espécie Nb%*, referente aos orbitais Nb 3d. Tais picos foram atribuidos
aos orbitais Nb 3ds2z e Nb 3ds2 observados em 20598 eV e 208,76 eV,
respectivamente (Guo et al., 2018; Xie et al., 2019), e foram atribuidos a ligacéo
Nb>*— O.

Observa-se ainda que com o aumento da concentracdo de niébio, 0os picos
referentes aos seus orbitais ficam cada vez mais evidentes, o que pode indicar a maior

incorporacéo de niébio nesses solidos.

5.4.5 Microscopia eletronica de varredura (MEV/FEG)

As imagens de microscopia eletrbnica de varredura de alta resolucdo para os
sélidos B-TCP puro e dopados com Nb sédo apresentadas na Figura 5.9. Para o -
TCP puro observa-se a formagdo de um material no formato de placas de tamanhos
irregulares e sem formato de borda definido e que sinterizaram. O mesmo formato foi
observado por Mehdikhani e Borhani (2014), em condic8es similares a utilizada neste
trabalho.

Para as amostras modificadas a morfologia ndo foi significativamente alterada,

porém, particulas de diferentes tamanhos e em menor dimenséo foram observadas.
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Figura 5.9 Imagens de MEV-FEG dos so6lidos B-TCP puro e modificadas com niébio
B-tcp

10.000x

10.000x

5.4.6 Ensaio antibacteriano

A atividade antimicrobiana do 3-TCP e B-TCP contendo Nb foi avaliada frente a
bactéria S. aureus. As imagens das placas de Petri referentes aos ensaios assim como
os controles séo apresentados na Figura 5.10.
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Figura 5.10.Resultados de atividade antibacteriana do B-TCP e dos soélidos modificados.

A partir da aplicacdo dos materiais, foi observado que o B-TCP e demais sélidos

modificados ndo apresentaram acao antibacteriana frente a S. aureus.

5.6. CONCLUSOES

A partir dos dados obtidos constatou-se a possibilidade de obtencéo de B-TCP
puros e modificados com nidbio, de forma monofésicos e cristalina independente do
precursor de nidbio utilizado e da quantidade. Através das técnicas utilizadas
constatou-se a presenca do niébio em todos os solidos modificados.

Os testes preliminares de atividade antibacteriana indicaram que a incorporagao

de Nb na estrutura do B-TCP néo favoreceu a atividade frente a bactéria S. aureus
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Capitulo 6

Compositos de fosfato de calcio com niobatos

lamelares
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6.1 INTRODUCAO

Na literatura pode-se encontrar uma grande variedade de estudos que visam
melhorar as propriedades mecéanicas dos fosfatos de célcio, principalmente pela
elaboracéo de compaésitos utilizando diéxido de titanio (TiO2) (Amaravathy et al., 2014;
Nie et al., 2019), dioxido de zirconio (ZrO2) (Brzezinska-Miecznik et al., 2014; Es-
saddik et al., 2021), alumina (Al203) (Bartonickova et al.,, 2017; Hannora, 2014;
Nazirah et al., 2021), e também o pentdxido de niébio (Nb20s) (Bonadio et al., 2020;
Marins et al., 2019; Prado et al., 2021).

Em alusdo ao pentéxido de nidbio, é observado que ele esta sendo bastante
utilizado na formulacéo de compdsitos voltados para a area biotecnolégica, devido as
suas propriedades, como baixa densidade, auséncia de toxicidade (Nascimento et al.,
2011), biocompatibilidade e elevada resisténcia quimica e mecanica (Mestieri et al.,
2017; Nagarajan, Raman e Rajendran, 2010; Ramirez et al., 2011).

Estudos realizados com o pentéxido de nidbio evidenciaram sua capacidade
bioativa, elencando-o como um bom candidato para aplicagbes em revestimentos
antialérgicos de endoproéteses e reparo 0sseo (Bergschmidt et al., 2011; Leitune et al.,
2013), pois ele é capaz de promover um elevado grau de adesao e proliferacdo de
osteoblastos (Pradhan et al., 2016).

Além das melhoras nas propriedades biolégicas dos compdsitos contendo o
pentoxido de nibbio, melhorias nas propriedades mecéanicas também sao descritas.
Demirkol et al. (2014) elaboraram um compésito a base de hidroxiapatita com 10%
em massa de pentdxido de nidbio, e concluiram que a adicdo melhorou a dureza e a
resisténcia a compressao em 28% e 39%, respectivamente.

Bonadio et al (2020) avaliaram o efeito da adicdo deste oxido frente ao mddulo
de Young, resisténcia a compressao, dureza de vickers, resisténcia a flexdo e o
coeficiente de Poisson. Os autores concluiram que a adicdo de 50% em massa a uma
ceramica bifasica (Hap/B-TCP) melhorou substancialmente para todas as
propriedades avaliadas, principalmente para a resisténcia a compressao, que
aumentou ~440%, e para resisténcia a flexdo, que aumentou ~480%.

Marins et al (2019) adicionaram o compdsito baseados em Hap e Nb2Os, em uma
matriz polimérica (policaprolactona/gelatina), e concluiram que essa a adicao é capaz
de melhorar a resisténcia a tracdo, o médulo de Young e a ruptura ao alongamento.
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Frente as possibilidades de melhoras nas propriedades mecanicas pela adicao
do Nb20s, decidiu-se investigar se os niobatos (K4NbsO17 € 0 KNb3Og) também
poderiam agregar tal caracteristica. A escolha desses materiais se deu devido a
auséncia de estudos referentes a essas propriedades, além da elevada area
superficial que esses materiais possuem. Adicionalmente, é reportado na literatura
gue esses materiais possuem estruturas lamelares, que podem ser esfoliadas, e sob
condi¢Bes especificas, tais estruturas se dobram sobre as mesmas, formando longos
nanotubos.

Algumas pesquisas indicaram a elevada resisténcia mecéanica de alguns
niobatos nao lamelares a exemplo do niobato de litio (LiINbO3s), que apresentou uma
elevada dureza (Subhadra, Kishan Rao e Sirdeshmukh, 2000), e ao niobato de sodio
(NaNbOs) que apresentou uma acentuada microdureza (Saranya et al., 2017),
indicando assim que essa classe de materiais apresentam-se como possiveis
candidatos para a formulacdo de compodsitos, que visam a obtencdo e novos
materiais, que agreguem um sinergismo entre as propriedades biolégicas e
mecanicas.

Nesta perspectiva foram elaborados compdsitos baseados em fosfatos de calcio
e niobatos, a fim de obter heteroestruturas com propriedades mecanicas e biolégicas
aprimoradas. Diferentes rotas de sintese foram propostas partindo-se do precursor

como oxalato amoniacal de nidbio
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6.2 METODOLOGIA

6.2.1 Reagentes Quimicos

Os reagentes utilizados foram todos com grau de pureza acima de 95% e sem

purificacdo prévia, conforme mostra a Tabela 6.1

Tabela 6.1. Reagentes utilizados na elaboracdo dos compositos.

Reagente Férmula Fornecedor
Agua deionizada H20 -
Hidrogenofosfato de diamdnio (NH4)2HPO4 Merck
Cloreto de célcio CaClz Sigma Aldrich
Nitrato de caélcio Ca(NOs3)2 Sigma Aldrich
Hidréxido de amoénio NH4OH Vetec
Hidroxido de sodio NaOH Vetec

Acido nitrico HNO3 Merk
Hidréxido de tetrabutil amonio C16H37NO Sigma Aldrich
Carbonato de potassio K2COs Vetec

Nitrato de potassio KNOs Vetec
Oxalato amoniacal de niébio NH4H2[NbO(C204)3] Doado pela CBMM
Pentacloreto de nidbio NbCls CBMM
Pentéxido de niébio Nb20s CBMM

Acido citrico CsHgO7 Sigma Aldrich
Etileno glicol C2HsO2 Isofar

Inicialmente serdo descritas as metodologias utilizadas para a sintese dos
niobatos de potassio, e a respectiva protonacdo e esfoliacdo e, em seguida, serao
abordadas as formas de obtencdo dos compoésitos baseados em fosfatos de

célcio/niobatos

6.2.2. Sintese dos niobatos

6.2.2.1. Hexaniobato de potassio (KaNbsO17)

Para a sintese deste niobato foi utilizada a rota dos precursores poliméricos
(Souza, 2018). Inicialmente foram preparadas duas solu¢des aquosas de acido citrico,
uma contendo 1,80 mol (solucdo 1) e a segunda com 1,19 mol (solugéo 2), em seguida
15,39 g de oxalato amoniacal de niébio (OAND) foi adicionado a solucéo 1 e 0,3086 g

de hidréxido de potassio foi adicionado a solugéo 2.
124



Os dois sistemas foram mantidos sob agitacdo constante por 10 min.
Posteriormente os citratos foram misturados e o pH da solucéo resultante foi ajustado
para 4, com adigdo de uma solucéo de hidroxido de aménio. Posteriormente ao ajuste
de pH, a solucao foi aquecida a 70 °C, e adicionado 22,27 mL de etileno glicol. Ap6s
essa adicdo, a temperatura foi elevada para 90 °C, até aproximadamente 2/3 da
solucéo evaporar. Em seguida, a solugéo resultante foi calcinada a 300 °C (calcinacao
1) em uma mufla (modelo EDG 3P 7000) por 120 min, formando o “puff”.

Ao final deste processo, o puff foi desaglomerado e calcinado a 750 °C
(calcinacéo 2) por 240 min, sob uma taxa de aquecimento de 10 °C/min, dando origem
ao hexaniobato de potassio. As etapas envolvidas neste processo de sintese estédo

sumarizadas na Figura 6.1.

Figura 6.1. Esquema de sintese do hexaniobato de potassio.
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+ +
Precursor de Nb“ Precursor de K’
Mistura dos citratos
& Caracterizagoes
Ajuste do pH T
¢ Calcinagao 2

Etileno glicol

v

( 1 ; Yo
Aquecimento 3 l e I Desaglomerado,
90°C Calcinagao 1 200 mesh

6.2.2.2 Triniobato de potassio (KNb3Os)

A sintese deste niobato foi realizada a partir da técnica dos percursores

poliméricos, descrita por (Souza et al., 2020), e transcorreu de forma similar ao
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descrito anteriormente para a sintese do hexaniobato, diferindo apenas da fonte de
ions de potassio. Inicialmente foram preparadas duas solu¢des de acido citrico, uma
a 0,80 mol (sol.1) e outra a 0,27 mol (sol. 2), em seguida 7,80 g de oxalato amoniacal
de niébio (OAND) foi adicionado a sol.1 e 0,46 g de nitrato de potassio foi adicionado
a sol.2. Em seguida, os citratos foram misturados e seguiu-se o mesmo procedimento

descrito anteriormente.

6.2.2.3 Protonacao e exfoliacdo dos niobatos

Para o processo de protonacdo da estrutura dos niobatos, cada um deles,
separadamente foi suspenso em 20 mL de uma solucédo de acido nitrico a 6 mol L.
O sistema foi aquecido a 60 °C, mantido sob agitagcao a 100 rpm e sob refluxo
durante 3 dias consecutivos, onde a cada 24 h a solugéo do &cido nitrico era renovada.
Apés essa etapa, o material resultante foi lavado e seco a 100 °C (Shiguihara, Bizeto
e Constantino, 2010).

Ja para o processo de esfoliacdo, o material resultante da protonacao foi
suspenso em 100 mL a 0,36 mol L' de uma solucdo de uma solucdo de
tetrabutilaménio (TBA*), na forma de hidréxido, a 70 °C sob agitacdo constante por 20
dias. Ao término deste processo, o sistema foi deixado em repouso por 24 h, a fim de
promover a decantacédo do niobato que nao foi esfoliado durante o processo, dando
origem a uma solugao coloidal, contendo as “nanoplacas” dos niobatos. As etapas do

processo de esfoliacdo estdo apresentadas na Figura 6.2.
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Figura 6.2. Processo de esfoliagdo dos niobatos
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6.2.3 Elaboracdo dos compadsitos baseados em fosfato de calcio/niobatos.

Os compositos foram elaborados de duas formas, uma realizando a sintese dos
fosfatos dentro das solugcbes esfoliadas (processo in situ), e outra através de
impregnacao, utilizando os fosfatos de calcio ja sintetizados e a solugéo coloidal dos
niobatos esfoliados, em rota evaporador.

e Reacdo in situ — Apos a esfoliacdo de cada um dos niobatos, a solucéo
resultante teve seu pH ajustado para 10,0 com adicdo de hidroxido de aménio a 1 mol
L1, e separadamente foram adicionados os precursores da hidroxiapatita e do B-
fosfato tricélcico para ambas as solucdes esfoliadas, como mostrado na Figura 6.3.
Ao final de cada processo, seguiu-se 0s mesmos procedimentos realizados para a

sintese de cada um dos fosfatos de calcio.
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Figura 6.3. Procedimento para a elabora¢éo dos compdsitos in situ.
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e Método de impregnacdo — Apdés a esfoliagdo de cada um dos niobatos, foram
separadas aliquotas de 50 e 100 mL, que foram transferidas para baldes de fundo
redondo com capacidade de 250 mL. Em seguida, amostras de 150 mg de cada um
dos fosfatos foram suspensos nestas solucdes. O sistema foi mantido a 70 °C até a
evaporacao do solvente em seguida, os solidos resultantes foram secos a 80 °C por
24 h, desaglomerados e calcinados a 300 °C. Um resumo do processo é apresentado
na Figura 6.4.

Figura 6.4. Procedimento para a elaboracéo dos compdsitos por impregnacao
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6.2.4 Técnicas de caracterizacao

Os padrdes de XRD foram obtidos usando um difratdbmetro Shimadzu modelo
XRD - 6000 equipado com uma fonte de radiagdo monocromatica de CuKa A=1.5406
A, operando numa voltagem de 30 kV e corrente de 30 mA. Os padrées foram
coletados no intervalo de 26 entre 5 e 60°, com uma razéo de varredura de 0.02°-s 1.

Os espectros de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foram
registrados em um espectrofotbmetro IR Prestige—21 Shimadzu, no modo de
transmitancia usando o método de pastilhas de KBr (1% em massa). Para cada
espectro, um conjunto de 30 varreduras consecutivas foi coletado na faixa de nimero
de onda de 4000—400cm~' com uma resolugdo de 4cm™".

Os espectros Raman foram obtidos em um espectrometro da marca Renishaw,
modelo inVia Raman Microscope, com um laser de Ar+, com comprimento de onda de

514 nm e poténcia de 100 mW.

6.3. RESULTADOS E DISCUSSOES

6.3.1 Hexaniobato de potassio (KaNbsO17)
6.3.1.1 Difratometria de raios X (XRD)
O padrao de difracao para o hexaniobato de potassio e sua fase protonada séo

mostrados na Figura 6.5.

Figura 6.5. Difratogramas do hexaniobato antes a) KsNbeO17 € apds protonacao b) KsNbsO17 —HsO*
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A partir dos difratogramas, € observado que o sélido obtido apresenta picos
referentes a fase da hidratada de K4NbsO17 (01-076-0977) e sua fase anidra (00-21-
1297), além da presenca de uma fase secundaria, identificada como KsNb1o,88030. (01-
87-1856). Contudo, € importante destacar que a presenca desta fase néo interfere nos
objetivos desta sintese pois se trata de uma estrutura do tipo bronze de tungsténio
tetragonal (TTB), que ndo apresenta uma estrutura lamelar e, portanto, a mesma nao
permaneceu em solucao.

Para o solido protonado, observa-se que o difratograma obtido apresenta uma
reducdo na intensidade de todos picos, inclusive ao referente ao plano 0 2 0,
inviabilizando a visualizacdo de descolamentos para menores valores de 26, o que
indicaria 0 aumento do espagcamento basal, atribuido a presenca do ion hidrénio na
regido interlamelar. Contudo, € visto na literatura que o difratograma de raios X do
sélido obtido por esta rota, ainda ndo é bem resolvido na literatura, o que pode ser
atribuido a estrutura deste composto, pois como se trata de um material
interestratificado®, cuja interpretacdo de seu difratograma ainda é de dificil
compreensao (Shiguihara, Bizeto e Constantino, 2010).

6.3.1.2 Espectroscopia de absorcao na regido do infravermelho (FTIR)

Os espectros FTIR para o hexaniobato de potassio e sua forma protonada estéo

apresentados na Figura 6.6.
Figura 6.6. Espectros de FTIR das amostras K4NbsO17 (a) € KsNbsO17 —H30* (b)
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5 Compostos lamelares formados por dois ou mais tipos de lamelas empilhadas
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A partir dos espectros, pode-se observar a presenca de duas regides, a primeira
referente a estiramentos da ligacdo Nb-O dos octaedros altamente distorcidos que
estdo compreendidos de 1000 a 750 cm™ (Wen et al., 2017), e a segunda referente a
deformacgdes Nb-O-Nb dos octaedros levemente distorcido de 650 a 500 cm™ . Ainda
no espectro, € possivel observar que a protonacdo da estrutura do hexaniobato,
proporcionou leves mudancas em ambos o0s octaedros, cujas as bandas sofreram uma
reducdo na intensidade, associada a um alargamento, resultando na supressao
destas absorc¢des, e, o0 surgimento de uma banda larga.

Segundo alguns autores, este fato pode estar associado ao efeito de relaxacao
da estrutura dos octaedros, reduzindo a distorcdo apresentada por eles decorrentes
da troca por ions hidrénio, proporcionando assim uma maior organizacao a curto
alcance devido a um aumento na simetria (Blasse e Tol, van, 1995; Gasperin, 1982),
0 que foi descrito por Souza et al (2020) através de célculos tedricos, utilizando

modelagem DFT.

6.3.1.3 Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman é outra importante técnica de caracterizacdo que
possibilita compreender o comportamento dos diferentes tipos de octaedros na
estrutura do hexaniobato, pois eles acarretam a existéncia de duas regides de
absorcdes bem definidas, como apresentados na Figura 6.7.

Figura 6.7 Espectros Raman do a) K4sNbsO17 e b) KaNbsO17 — H3O*
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Inicialmente observa-se que o0s espectros obtidos apresentam bandas
localizadas nas mesmas regides, localizadas numa faixa de 800 a 950 cm* atribuidas
ao estiramento de ligacao curtas Nb—O dos octaedros altamente distorcidos (Chou et
al., 2013; Shiguihara, Bizeto e Constantino, 2010). J& a faixa de 500 a 700 cm™
atribuidas ao estiramento Nb-O dos octaedros levemente distorcidos. E importante
destacar ainda que nao foi possivel observar absorcfes caracteristicas da fase
secundéria identificada no espectro de difracdo de Raios X, tal fato deve-se
provavelmente a similaridade quimica de suas unidades estruturais basicas, ambas
compostas por octaedros (NbOe).

Para o espectro da fase protonada, observa-se que houve uma reducédo na
intensidade em quase todas as bandas, indicando que a entrada do ion hidrénio
provoca um relaxamento na estrutura dos octaedros, principalmente para o0s
altamente distorcidos, reduzindo assim o grau de distor¢do, e consequentemente
aumentando a simetria (Shiguihara, Bizeto e Constantino, 2010). Adicionalmente é
observado que o pico em 582 cm atribuido as vibragdes dos octaedros levemente
distorcidos, é deslocado para maiores valores quando o material foi protonado, além
de apresentar uma intensidade relativamente maior do que as bandas em sua
vizinhanca.

Ao final das caracterizagfes, a estrutura do KaNbsO17 obtido pela rota dos
precursores poliméricos foi esfoliada, dando origem a uma solugao coloidal, contendo
as nanoplacas do niobato que foi avaliada a partir da passagem de luz monocromatica

decorrente do efeito Tyndall, como mostra a Figura 6.8.

Figura 6.8. Imagem da solugéo contendo as nanoplacas do hexaniobato esfoliado.
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Tal efeito é caracterizado pela incidéncia de um laser sobre um sistema coloidal,
composto por particulas com tamanhos compreendidos 1-1.000 nm, que espalham
uma pequena porcentagem da radiacéo incidente, deixando a maioria atravessar o

meio, possibilitando assim a visualizacdo do caminho 6ptico percorrido pelo laser.
6.3.2 Triniobato de potassio (KNbsOs)

6.3.2.1. Difratometria de raios X (XRD)

O padrédo de difracdo para o triniobato de potassio sintetizado pela rota dos
precursores poliméricos e sua fase protonada sdo mostrados na Figura 6.9. Os planos
foram indexados para os picos de maior intensidade acordo com a carta cristalografica

JCPDS 75-2182, referente a fase potassica.

Figura 6.9. Difratogramas de raios. a) KNbzOs e b) KNbzOg— H3O*
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A partir da anélise do difratograma obtido, observou-se que a rota de sintese
utilizada, possibilitou a obtencédo de um material aparentemente monofasico. Para o
material protonado, observa-se a ocorréncia de deslocamentos principalmente do
plano 0 2 0, referente a sua estrutura lamelar, para menores valores de 26, indicando
um aumento da distancia interplanar, fato coerente com o processo de troca idnica,
tendo em vista que o ion H3O* é mais volumoso que o ion K*, possibilitando assim a

admissao de moléculas mais volumosas em sua regido interlamelar.
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6.3.2.2. Espectroscopia de absorcao na regido do infravermelho (FTIR)

O espectro FTIR obtido para o triniobato de potassio (Figura 6.10), apresentou
bandas caracteristicas das vibragdes dos octaedros (NbOs), localizadas em 995, 909
e 815 cm? que sdo atribuidas aos estiramentos Nb—O dos octaedros altamente
distorcidos (Li et al., 2018). As absor¢cées em 653 e 552 cm™ sdo atribuidas aos
estiramentos Nb—O dos octaedros levemente distorcidos, e em 453 cm™ referente a
deformacé&o angular O—Nb-O (Li et al., 2018) .

Ainda nos espectros é possivel identificar & presenca de agua, pela presenca de
uma banda larga em 3412 cm!, associada aos estiramentos dos grupos O—H de agua
adsorvida, e em 1624 cm* relativa a deformacdo angular do grupo O-H de agua
fisissorvida.

Figura 6.10. Espectros de absorcdo no infravermelho para a) KNbsOs e b) KNb3Og— H30O*
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No espectro da fase protonada, observa-se uma reducdo na intensidade e
alargamento das bandas, porém, diferentemente do espectro obtido para o
hexaniobato, ainda é possivel observar a presenca de todas as absorc¢des, o que é
atribuido a uma estrutura uniforme da regido interlamelar, pois a estrutura apresenta
apenas um tipo de lamela.
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6.3.2.3 Espectroscopia Raman

Como ja foi discutido anteriormente, o triniobato de potassio também apresenta
em sua estrutura os octaedros altamente e levemente distorcidos acarretando o
surgimento de frequéncias distintas para cada um dos octaedros, como pode ser visto

nos espectros Raman apresentados na Figura 6.11.

Figura 6.11. Espectros de Raman. a) KNbOs, b) KNb3Og — H3O*
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De forma similar ao que acontece com o espectro Raman do hexaniobato de
potassio, o espectro do KNb3Os e sua fase protonada também apresentaram duas
regides bem definidas, sendo a primeira referente as ligac6es mais longas (Nb—0O),
atribuidas aos octaedros levemente distorcidos contida de 500 a 700 cm™ (Deng et
al., 2017; Li et al., 2018). A segunda regiao é referente as ligacdes Nb-O curtas dos
octaedros altamente distorcidos, localizadas de 800 a 1000 cm (Deng et al., 2017; Li
et al., 2018), e a regido de 200 a 400 cm™ estdo contidas as absorcdes referentes as
deformacg0des angulares de grupos Nb—O-Nb (Deng et al., 2017, Li et al., 2018).

Para o espectro da fase protonada pode-se perceber uma significativa reducao
na intensidade, pois a admissao do ion hidrénio na regidao interlamelar afeta a
microestrutura do material, provocando o mesmo efeito discutido anteriormente para
o hexaniobato d fazendo com as bandas localizadas em 920 e 949 cm sejam

suprimidas, dando origem a outra banda localizada em 936 cm™.
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ApoOs as etapas de caracterizacoes, a fase protonada do triniobato de potassio
teve sua estrutura esfoliada, dando origem uma solucédo coloidal (Figura 12) que

posteriormente foi utilizada na elaboragdo de compdsitos com os fosfatos de célcio.

Figura 6.12. Imagem da solug&o coloidal contendo as nanoplacas do triniobato

6.3.3 Compdsitos

6.3.3.1. Hidroxiapatitas modificadas com triniobato
6.3.3.1.1 Difratometria de Raios X (XRD)

E importante ressaltar que apds a esfoliagdo, ambos os niobatos abordados
nesta pesquisa perdem a organizacgao estrutural, e desta forma ha a possibilidade de
uma reduc¢éo na intensidade ou até mesmo a supressao dos picos, devido a intensa
reducéo do espalhamento construtivo enunciado pela lei de Bragg. Os difratogramas
de Raios X sao apresentados na Figura 6.13.

Figura 6.13. Difratogramas de raios X dos sélidos elaborados com o triniobato a) Hap, b) Hap/NbzOs,
¢) Hap/50mL - Nb3Os e d) Hap/100mL - Nb3Os
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A partir dos difratogramas, observou se que a hidroxiapatita sintetizada sobre a
solucéo esfoliada do triniobato de potassio, apresentou um perfil de difracao idéntico
ao material de controle, sem a presenca de picos referentes aos planos de difracao
do niobato.

Para os compasitos elaborados com 50 e 100 mL da solucao coloidal, observou-
se a presenca de picos com intensidades bem reduzidas, associada a fase do
triniobato de potassio (JCPDS 75-2182), pelos planos 0 3 1 e 1 6 0. Para todas os
compositos elaborados, pode-se observar ainda, a presenca de pequenos desvios
para menores angulos, o que pode ser um indicativo da interacdo entre a Hap e as

nanoplacas do niobato.

6.3.3.2.2 Microscopia eletrénica de varredura (MEV/FEG)

As imagens de microscopia eletrénica de alta resolu¢do para os compositos da
Hap com triniobato de potassio sdo apresentadas na Figura 6.14. Para a Hap obtida
a pH 10,0 e calcinada a 500°C observa-se a formacéao de particulas que sinterizaram
e formaram uma espécie de rede porosa pela sinterizacdo das particulas. O mesmo
formato foi observado para a obtencdo da Hap em condi¢cbes similiares a utilizada
neste trabalho (Rodriguez-Lugo et al., 2018). O formato tipico de particulas
hexagonais da Hap normalmente observado para particulas de Hap foi observado no

compdsito, embora com tamanhos irregulares.

Figura 6.14 Imagens de MEV-FEG dos sélidos Hap puro do compdésito com 0 KNbzOs
Hap.KNb;Og
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6.3.3.2 Hidroxiapatitas modificadas com hexaniobato

6.3.3.2.1. Difratometria de Raios X (XRD)

A partir dos difratogramas obtidos para os soélidos (Figura 6.15), observa-se que
eles apresentam o mesmo perfil de difracdo da Hap, com pequenos desvios, para
menores angulos para os solidos elaborados por rota evaporacdo, e desvios para
angulos mais elevados, para o sélido elaborado in situ na disperséo coloidal, o que
pode indicar existéncia de intera¢gdes diferentes em cada uma das rotas utilizadas.

Pode-se observar ainda que os difratogramas dos sélidos, ndo exibiram picos
referentes aos planos de difracdo do hexaniobato, o que pode estar associado uma

elevada reducéo da ordem a longo alcance proporcionado pela exfoliacéo.

Figura 6.15. Difratogramas de raios X dos sélidos modificados com o hexaniobato a) Hap, b)
Hap/NbeO17, ¢) Hap/50mL - NbsO17 e d) Hap/100mL - NbeO17
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6.3.3.2.2. Microscopia eletrdnica de varredura (MEV/FEG)

As imagens de microscopia eletronica de alta resolucéo para os compositos da
Hap com hexanioniobato de potassio sdo apresentadas na Figura 6.16. Observa-se
qgue houve a formacgéo de particulas interligadas sem formato definido com formacéo
mais evidente da rede porosa interconectada e a presenca de grande quantidade de

cavidades interparticulas.
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Figura 6.16 As imagens de MEV-FEG da Hap e do compésito Hap.KaNbsO17

Hap.K,;NbgO,,
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6.3.3.3 B-Fosfatos tricalcicos modificados com triniobato

6.3.3.3.1. Difratometria de raios X (XRD)

A partir dos difratogramas obtidos para os soélidos (Figura 6.17), observa-se que

em geral, eles apresentam o mesmo perfil de difracéo do B-TCP.

Figura 6.17. Difratogramas de raios X dos sélidos modificados com o triniobato a) B-TCP, b) B-
TCP/NbzOsg, c) B-TCP/50mL - Nb3Os e d) B-TCP/100mL - NbsOsg
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A partir dos difratogramas, pode-se observar que 0s compa@sitos apresentaram

composicdes distintas. Para o compdésito elaborado in situ é possivel observar picos
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de difracdo com baixa intensidade, referentes a fase do niobato, além de pequenos
desvios para menores angulos. Enquanto para os compésitos elaborados por rota
evaporacao, € possivel observar picos referentes a fase da Hap, provavelmente
formada durante o processo de queima, utilizado para remover a parte organica

responsavel pela esfoliacao.

6.3.3.3.2. Microscopia eletrdnica de varredura (MEV/FEG)

As imagens de microscopia eletrénica de alta resolucéo para os solidos B-TCP
e seus compdsitos com triniobato de potassio sdo apresentadas na Figura 6.18.
Observa-se que houve a formacdo de particulas de tamanhos superior a 2 um, de
formato irregular e aparentando a presenca de uma segunda fase depositada sobre a

particula.
Figura 6.18 Imagens de MEV-FEG dos solidos B-TCP puro do composito com 0 KNbzOsg
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6.3.3.4. B-Fosfatos tricalcicos modificados com hexaniobato por impregnacao.

6.3.3.4.1. Difratometria de raios X (XRD)

A partir dos difratogramas obtidos para os sélidos (Figura 6.16), observa-se que
eles apresentam o mesmo perfil de difracdo do B-TCP.

Observa-se a que todos os compdésitos elaborados, apresentaram ainda picos
referentes a presenca de fase secundaria, identificada como Hap, provavelmente
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formada durante a calcinacdo, ndo apresentando picos referentes a fase do niobato,

indicando a ocorréncia do processo de esfoliacao.

Figura 6.19. Difratogramas de raios X dos sélidos modificados com o hexaniobato a) B-TCP, b) B-TCP/
NbeO17, ¢) B TCP/50mL - NbeO17 e d) B -TCP/100mL - NbsO17
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6.3.3.4.2. Microscopia eletrdnica de varredura (MEV/FEG)

As imagens de microscopia eletrénica de alta resolucéo para os solidos B-TCP
e seus compdésitos com hexaniobato de potassio sdo apresentadas na Figura 6.20.
Observa-se que houve morfologia inicial do material foi mantida no compdsito com a

presenca de cavidades e maior grau de interligacdo entre as particulas formadas.

Figura 6.20 Imagens de MEV-FEG dos so6lidos B-TCP puro do compésito com o K4NbsO17
B-tcp B-tcp.K4;NbgO,,
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6.4. Conclusodes

Para a sintese dos niobatos, observa-se que um deles apresentou picos
referentes a presenca de fase secundaria, 0 que nao interfere na etapa posterior de
impregnacdao, pois o solido decantado foi descartado, utilizando-se apenas a solucao
coloidal, constituida pelas nanoplacas dos niobatos.

Para a elaboracdo dos compdésitos, foi observado em geral que a rota de
modificacao in situ, com excegdo do B-TCP/NbsOs, possibilitou a obtencéo de sélidos
gue ndo apresentaram picos de difracdo referentes a fase do niobato utilizado,
indicando uma maior dispersao deste material sobre a superficie dos fosfatos de célcio
utilizados.
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7.1 Perspectivas futuras

Nesse trabalho foram realizadas as etapas de sintese e caracterizacao estrutural
parcial dos sistemas baseados em fosfatos de calcio dopados com nidbio e sintese
de compositos. Tendo em vista as aplicacbes futuras, varias caraterizacfes
bioldgicas, estruturais, morfologicas e térmicas sdo necessarias. Dessa forma,

pretende-se realizar para todos os compostos:

- Testes de resisténcia mecanica (dureza de vickres, resisténcia a compressao,
modulo de elasticidade e tenacidade a fratura),

- Testes de estabilidade térmica (TG/DTG);

- Caracteriza¢do morfoldgica por microscopias de varredura e de transmissao;

- Utilizar refinamentos estruturais baseados no método Rietveld;

- Executar célculos computacionais para a otimizar a estrutura dos solidos
modificados com nidbio, utilizando teoria funcional de densidade (DFT);

- Avaliacdo da bioatividade in vitro, utilizando SBF;

- Ensaios de viabilidade celular utilizando culturas celulares de osteoblastos e

fibroblastos humanos.
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Intensidade (u.a)

Anexo A

Padrées de XRD para as amostras modificados pela rota (1) utilizando o
pentacloreto de nidbio (a) Hap, (b) Hap.Nb1%, (c) Hap.Nb3%, (d) Hap.Nb5% (e)
Hap.Nb7% e (f) Hap.Nb10%.
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Anexo B

Padrées de XRD para as amostras modificados pela rota (2) utilizando o
pentacloreto de nidbio (a) Hap, (b) Hap.Nb1%, (c) Hap.Nb3%, (d) Hap.Nb5% (e)
Hap.Nb7% e (f) Hap.Nb10%.
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Intensidade (u.a)

Anexo C

Padrdes de XRD para as amostras modificados pela rota (2) utilizando o oxalato
amoniacal de niébio (a) Hap, (b) Hap.Nb1%, (c) Hap.Nb3%, (d) Hap.Nb5% (e)
Hap.Nb7% e (f) Hap.Nb10%.
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