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RESUMO

A busca por materiais adequados para reparagao de enxertos 6sseos requer extensa
pesquisa. O B-TCP é um biomaterial utilizado para essa finalidade. O desenvolvimento
do B-TCP através de dopagens tém sido o foco de pesquisas, onde o Sr?* usado como
elemento dopante tém gerado resultados positivos. Diversas técnicas tém sido
reportadas para a produgao do B-TCP, onde destaca-se o método Pechini, que é um
método de sintese que permite produzir pds nanométricos, com controle do tamanho
de particula e de morfologia. Neste sentido, este estudo teve como objetivo sintetizar
B-TCP dopado com Sr?*, pelo método Pechini. Foram realizadas as caracterizagdes
por difragdo de raios X, analise termogravimétrica, microscopia eletrbnica de
varredura, e ensaio de toxicidade. Os resultados mostraram que o método ¢é eficiente
na sintese do B-TCP, e que ocorreu a incorporagdo dos ions de Sr?* na rede. A
amostra possui uma morfologia em placas e ndo apresentou toxicidade.
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ABSTRACT

The search for suitable materials for bone graft repair requires extensive research. The
B-TCP is a biomaterial used for this purpose. The development of B-TCP through
doping elements has been the focus of research, where Sr?* used as a doping element
has shown positive results. Various techniques have been reported for the production
of B-TCP, with the Pechini method standing out. This synthesis method allows the
production of nanometric powders with controlled particle size and morphology. In this
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study, the objective was to synthesize Sr?* doped B-TCP by the Pechini method.
Characterizations were performed by X-ray diffraction, thermogravimetric analysis,
Scanning Electron Microscopy and toxicity. The results showed that the method is
efficient in synthesizing B-TCP, and the incorporation of Sr?* ions network occurred.
The sample has a plate shaped morphology revealed plate and the did not exhibit
toxicity.

Keywords: Synthesis, Beta-Tricalcium Phosphate, Strontium, Toxicity
INTRODUGAO

A busca por materiais e métodos inovadores a fim de restaurar fragmentos do
corpo humano, exige uma maior demanda de pesquisas, uma vez que esses materiais
devem ser biocompativeis, biodegradaveis e osteocondutivos. Neste sentido, a
ciéncia dos materiais, aliada as ciéncias biomédicas (medicina e biologia), tem
contribuido para o desenvolvimento de biomateriais para reconstruir ou substituir
tecidos danificados, onde tais materiais devem possuir propriedades mecanicas,
bioquimicas e fisicas especificas (1, 2). Uma importante classe dos biomateriais séo
as bioceramicas, onde as compostas a base de fosfato de calcio se sobressaem entre
as demais, principalmente devido a sua semelhanga quimica e cristalografica com o
0sso humano (3, 6).

De formulagao quimica Cas(POa)2, o beta fosfato tricalcico (3-TCP), se destaca
por conta de suas excelentes propriedades de biocompatibilidade, bioatividade in vivo,
biorreabsorbilidade e osteocondutividade, liberando ions de calcio e fosfato
promovendo a osteogénese. Além disso, pode ser parcialmente reabsorvido entre 6 a
15 semanas apos ser implantado no organismo, possuindo melhor osteocondutividade
e degradabilidade do que a hidroxiapatita (HAp), bem conhecida e amplamente
utilizada em varias aplicagbes médicas (7, 8).

Quando um ion é incorporado a estrutura de uma bioceramica como o 3-TCP,
uma nova categoria de material é criada, onde inumeras propriedades unicas que
superam as desvantagens do material primitivo favorecem seu uso em diferentes
aplicagdes bioldgicas. Neste sentido, o processo de dopagem pode melhorar as
propriedades de manuseio, desempenho angiogénico e osteogénico, atividade
antimicrobiana, entre outras propriedades. Dentre os ions mais utilizados como

dopantes na estrutura cristalina do B-TCP, o estréncio (Sr?*) desempenha um papel
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importante na formacao e remodelacido 6ssea, onde € utilizado para o tratamento de
osteoporose, acelerando o processo de osteogénese e de mineralizagdo 6ssea (1, 9).

O método Pechini, também chamado de método dos precursores poliméricos,
destaca-se uma vez que permite produzir amostras de alta qualidade devido ao alto
potencial para obtengcao de materiais a baixa temperatura de processamento, curto
tempo de recozimento, alta pureza dos materiais produzidos e melhores propriedades.
Além disso, € um método que facilita a mistura dos precursores a nivel molecular,
permitindo assim uma maior homogeneidade quimica e um maior controle
estequiométrico. Todavia, sdo pouquissimos os trabalhos presentes na literatura
acerca da sintese do B-TCP pelo método Pechini, sendo relatado apenas em
pesquisas que estudaram a sintese de outros fosfatos de calcio e obteve-se o 3-TCP
como fase secundaria (10, 11).

Neste sentido, este trabalho tem por objetivo a sintese de 3-TCP nanométrico
pelo método Pechini, com dopagem com ions de Sr?*, no intuito de se obter o B-TCP

com melhores propriedades visando aplicagdes biomédicas.

MATERIAIS E METODOS

A sintese do B-TCP foi realizada da seguinte maneira: 100 ml de agua
deionizada foi aquecida a uma faixa de temperatura de 70 °C, com agitagao constante.
O acido citrico (AC) foi entdo adicionado na solugédo, e em seguida, 0s precursores,
nitrato de calcio e fosfato de amdnio. Apds total dissolugao, foi adicionado o nitrato de
estréncio, em uma propor¢ao de 20% em massa. A relagao de acido citrico/cations
metalicos usada foi de 3:1. Apds total homogeneizagdo da solugéo, o etileno glicol
(EG) foi adicionado de acordo com a razao 60/40 de AC/EG. A temperatura foi, entéo,
aumentada e mantida entre 100-120°C, para a realizacdo das reagdes de
poliesterificacdo e, consequente, formagao do gel. Foi realizada uma pirdlise no gel a
400 °C/1h, com uma taxa de aquecimento de 10 °C/min, para a eliminacdo de matéria
organica. O material obtido foi desaglomerado e passado em peneira ABNT n°200
(0,074mm). Em seguida, o puff obtido da pirélise foi calcinado a 800 °C durante 1 hora,
com uma taxa de aquecimento de 10 °C/min, com o intuito de obter a fase desejada.
A amostra obtida foi nomeada de B-TCP 20%Sr.

A amostra sintetizada foi caracterizada por difragcdo de raios X (DRX), para
identificacdo das fases formadas, quantificacado das fases, cristalinidade e tamanho

de cristalito. O equipamento utilizado para essa analise foi o difratdmetro de raios X
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modelo XRD-6000 da Shimadzu com radiacao ka do cobre e varredura de 20 a 60°. A
quantificagcdo das fases foi realizada por meio do programa HighScore Plus. O
tamanho de cristalito foi calculado a partir da equacdo de Scherrer (12). A
cristalinidade foi determinada a partir da razdo entre a area integrada do pico referente
a fase cristalina e a area referente a fragcdo amorfa. A anélise termogravimétrica
(TG/DTG) foi realizada na amostra pirolisada em um analisador térmico, modelo TGA-
51H Shimadzu e o DSC 60 Plus com taxa de aquecimento de 5°C/min, em atmosfera
de nitrogénio, usando um cadinho de alumina e faixa de temperatura ambiente até a
temperatura maxima de 1000°C para avaliagdo das perdas de massa ocorridas
durante o aquecimento do material. A morfologia das amostras foi obtida por
microscopia eletrénica de varredura (MEV), utilizando um microscépio eletrénico de
varredura FEI/Thermo Fisher, modelo Quanta FEG 250.

Para determinacdo da toxicidade das amostras, realizou-se o ensaio de
toxicidade com artémias salinas (A. salinas) de acordo com a metodologia proposta
por Meyer et al. (12), com modificagdes. O método consiste em preparar agua do mar
artificial utilizando NaCl (15,153 g), MgCl (1,398 g), MgSO4 (1,888 g), CaCl2 (0,652 g),
KCI (0,414 g), NaHCOs (0,116 g), dissolvidos em 1L de agua destilada, de forma a
mimetizar a constituicao salina da agua do mar. Em seguida, os ovos de artémia salina
foram colocados em pequena quantidade na solugdo preparada, na presenga
constante de luz e oxigénio por 48 horas. Apos esse periodo de tempo, as larvas
atingiram o estagio de metanauplio do microcrustaceo, que € mais sensivel ao
tratamento. Apos esse periodo, coletou-se 10 larvas de artémias salinas para cada
tubo de ensaio. Em seguida, foi preparado solu¢des mae a partir de 10 mg de pé da
amostra, a uma concentragdo de 10 mg/ml, obtendo-se dilui¢des nas concentragdes
de 5, 1, 0,50 e 0,10 mg/ ml. Posteriormente, adicionou-se 0,5mL das amostras diluidas
em tubos de ensaio e o volume dos tubos foi completado com solugéo salina até 5mL.
O ensaio foi realizado em triplicata, onde o resultado foi obtido contando-se apés 24
e 48h o numero de metanauplios do microcrustaceo mortos e vivos em cada tubo de
ensaio, por meio de visualizagcdo macroscopica com lupa e analise estatistica
descritiva que foi feita com a contagem do numero de sobreviventes calculando-se a
porcentagem de mortos. Os microcrustaceos foram considerados mortos quando néao
exibiam nenhum movimento apdés 10 segundos de observacdo. Neste sentido, o
material & considerado toxico quando causa a mortalidade de 50% dos organismos

expostos no periodo de 24 ou 48 horas.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 ilustra o difratograma da amostra B-TCP 20%Sr, dopado com 20%

de estroncio e calcinada a 800 °C.

Figura 1: Difratograma de raios X da amostra B-TCP 20% Sr.

—B-TCP 20% Sr
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20 (graus)

Observando o difratograma da Figura 1 é possivel observar picos bem definidos
da fase beta fosfato tricalcico, de acordo com a ficha JCPDS-96-151-7239. Nao houve
a formacdo de fases secundarias indesejadas de fosfatos de calcio, como
hidroxiapatita (HAp) ou fosfato de calcio amorfo (ACP), o que comprova a eficacia do
método Pechini.

Comparando o difratograma da Figura 1 com dados da literatura para o B-TCP
puro (7, 14), percebe-se que nessa pesquisa ocorreu um pequeno deslocamento dos
principais picos em direcdo a angulos menores. Isso ocorreu devido a adi¢gao do
estroncio, uma vez que os ions Sr?* (0,113 nm) possuem raio idnico maior quando
comparados ao ions Ca?* (0,099 nm) o que provoca distor¢gdes na rede cristalina (15
— 20). Assim, tal fato € um indicativo da incorporagdo bem sucedida de ions Sr?* na
estrutura cristalina do B-TCP.

Além disso, a amostra apresentou valor de tamanho de cristalito em nivel
nanométrico, igual a 36,45 nm e com um grau de cristalinidade de 58,74 %.

A Figura 2 ilustra as curvas de TG/DTG da amostra B-TCP 20%Sr que foi

dopada com 20% de estroncio e pirolisada na temperatura de 400 °C.
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Figura 2: Curvas TG/DTG da amostra B-TCP 20%Sr pirolisada a 400 °C.
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Observando as curvas TG/DTG da Figura 2, percebe-se que o processo de
decomposicao térmica apresentou trés eventos de perda de massa. O primeiro evento
ocorreu a aproximadamente 72, 4 °C, relacionado com a saida de agua adsorvida. O
segundo evento ocorreu a aproximadamente 447 °C, relacionado com a combustao
da matéria organica advinda do acido citrico, do etileno glicol e dos precursores
metalicos. E o terceiro evento ocorreu a aproximadamente 764, 63 °C, relacionado
com a formagéao da fase B-TCP inicial.

A Figura 3 exibe a morfologia obtida por microscopia eletrénica de varredura

da amostra B-TCP 20%Sr, com ampliagdo de 2000 vezes.

Figura 3: Microscopia eletronica de varredura da amostra B-TCP 20% Sr

B-TCP 20% Sr
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Observando a microscopia observa-se que as caracteristicas morfolégicas do
material obtido estdo de acordo com as caracteristicas relatadas na literatura, uma
vez que o material é formado por aglomerados no formato de placas finas (21). Além
disso, observou-se também a presenca de certo grau de porosidade no material, que
€ bastante benéfico para aplicagdes bioldgicas (22).

A Figura 4 apresenta os resultados dos testes de toxicidade com a espécie
Artemia salina relacionando a porcentagem de mortalidade com a concentracéo de

microcrustaceos.

Fig. 4 - indice de Mortalidade das Artémias salinas da amostra B-TCP 20% Sr
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Analisando a Figura 4 percebe-se que a amostra apresentou baixo indice de
letalidade, onde a concentragao de 5 mg/ ml apds 48 horas apresentou o maior indice
de letalidade, com 3 artémias mortas, uma vez que apresenta maior quantidade de
material e exposicao a luz. Neste sentido, o teste realizado coincide com os relatos da
literatura, comprovando que o material é de carater nao téxico, podendo facilmente

ser utilizado em sistemas bioldgicos interagindo com tecidos vivos (23).

CONCLUSOES

O método Pechini foi eficiente na sintese de nanoparticulas de 3-TCP dopadas
com ions Sr?*. A partir dos resultados de DRX, percebeu-se que os ions de Sr?* foram
inseridos com sucesso na rede do B-TCP, apresentando um tamanho de cristalito em
escala nanométrica. Na analise térmica foi visto que o processo de decomposicéo

térmica ocorreu em trés processos distintos, referentes a saida de agua adsorvida,
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combustdo da matéria organica e formacao da fase B-TCP. A analise microscopica

revelou que a morfologia das particulas € no formato de placas, onde é possivel

observar também a presenga de poros, contribuindo para aplicagdes em biomateriais.

Além disso, o teste de toxicidade comprovou que a amostra nao € toxica, tornando-a

segura para uso em aplicagdes biomédicas.
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