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RESUMO

Introduc¢do: O grande consumo de peixe no Brasil e no mundo tem gerado uma
quantidade crescente de residuos, como 0ssos € escamas, que possuem um elevado
potencial de reciclagem e valorizagdo, dada a semelhanga da sua composi¢ao quimica, a
base de fosfatos de calcio, com a hidroxiapatita presente nos o0ssos humanos
(Caio(PO4)s(OH)2). Objetivo: O presente trabalho teve como objetivo produzir
hidroxiapatita e fosfato tricalcico natural a partir de residuos de anchova (Pomafomus
salfafor) para potencial utilizacdo biomédica na reparagao de defeitos dsseos. Materiais
de métodos: Para atingir o objetivo proposto, espinhas e escamas de anchova foram
fervidas, limpas manualmente e pré-tratadas separadamente por dois protocolos
diferentes, sendo eles: (i) imersdo em dacido cloridrico (HCI) e hidréxido de sédio
(NaOH); (ii) imersdo em NaOH. Apds o pré-tratamento, os residuos foram secos em
estufa e moidos em almofariz de adgata. O pd obtido na moagem foi calcinado a 800 °C
por 5 h. O material sintetizado foi entdo caracterizado por meio da analise granulométrica,
microscopia eletronica de varredura, espectroscopia dispersiva de energia, espectroscopia
de infravermelho e difracdo de raios X. Resultados: Os grupos apresentaram particulas
com 4,25 e 14,81 um para os residuos de espinha e escama, respectivamente. A razao
Ca/P foi de 1,77 para o biomaterial obtido de escamas e 3,64 para o biomaterial oriundo
dos residuos de espinha, sendo evidenciado a presenga de Mg e Na em ambos os grupos.
Hidroxiapatita e fosfato tricélcico foram identificados pela anélise de espectroscopia no
infravermelho nos grupos espinha e escama. Na andlise de difracdo de raio X foi
identificado o fosfato tricadlcico em ambos os grupos. Conclusdes: A sintese de
hidroxiapatita e fosfato tricalcico derivada de residuos de anchova resultou na produgao
de um biomaterial com composi¢do quimica e caracteristicas morfologicas adequadas
para o potencial uso como enxerto 6sseo. Entretanto, testes de biocompatibilidade in vitro
e in vivo sao necessarios para validar o uso a hidroxiapatita e fosfato tricalcico derivados

de anchova.

Palavras-chave: Pomafomus salfafor. Peixe. Residuo. Reciclagem. Valorizagao.

Hidroxiapatita Natural. Reparagdo Ossea.



ABSTRACT

Introduction: The large consumption of fish in Brazil and in the world has generated an
increasing amount of waste, such as bones and scales, which have a high recycling and
recovery potential, given the similarity of their chemical composition, based on calcium
phosphates, with hydroxyapatite present in human bones. Objective: This present work
aimed to produce natural hydroxyapatite and tricalcium phosphate from anchovy
(Pomafomus salfafor) residues for potential biomedical applications as biomaterials for
bone healing. Method materials: Bone and scales of anchovy were boiled, hand-held
cleaned and pre-treated separately by two different protocols, namely: (i) immersion in
hydrochloric acid (HCI) and sodium hydroxide (NaOH); (ii) immersion in NaOH. After
pre-treatment, residues were dried in an oven and ground in an agate mortar. The powder
resultant from the milling was calcined at 800 °C for 5 h. Then, the synthesized material
was characterized by granulometric analysis, scanning electron microscopy, energy
dispersive spectroscopy, infrared spectroscopy and X-ray diffraction. Results: The
powder of the biomaterial revealed particles with size at 4.25 and 14.81 pm for the spine
and scale residues, respectively. The Ca/P ratio was 1.77 for the scale group and 3.64 for
the spine group, showing the presence of Mg and Na in both groups. Hydroxyapatite and
tricalcium phosphate were identified by infrared spectroscopy andy X-ray diffraction
analyses. Conclusions: The synthesis of hydroxyapatite and tricalcium phosphate derived
from anchovy residues led to the manufacturing of a biomaterial with chemical
composition and morphological aspects proper for use as a bone substitute. However,
further in vitro and in vivo biocompatibility assays are required to validating the biological
response of the hydroxyapatite and tricalcium phosphate derived from anchovy.
Keywords: Pomafomus salfafor. Fish. Waste. Recycling. Valorization. Natural
Hydroxyapatite. Bone Repair.
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1. INTRODUCAO

Em procedimentos cirurgicos para reparo Osseo € necessdrio a utilizacdo de
biomateriais que estimulem a migracao de células osteogénicas para os locais onde se
pretende formar novo osso (TROELTZSCH et al., 2016; KLIIN ef al., 2010). E nesse
contexto que a hidroxiapatita (HAp), matéria que compde cerca de 70% da massa total de
ossos e dentes, vem sendo considerada o material a base de fosfato de calcio mais
importante para utilizacdo na reparagao ¢ssea devido sua composicdo e estrutura
cristalina (GUO et al., 2014; SANCHEZ et al., 2020).

A HAp pode formar ligagdes quimicas diretas com tecidos vivos e se tornar um
material essencial para a formagao dssea. Seus cristais tem propriedades osteocondutoras
e osteoindutoras com capacidade de dissolver-se parcialmente (ATHINARAYANAN et
al., 2020). Por essas razdes, a HAp tem sido amplamente utilizada para aplicagdes
biomédicas, particularmente em medicina e odontologia (HENDI, 2017). Esse material
pode ser obtido por via sintética ou por fontes naturais, como mamiferos, minerais ou
fontes marinhas (MOHD PU' AD ef al., 2019). A HAp natural derivada de residuos de
peixes ¢ uma fonte promissora e que apresenta propriedades desejaveis compativeis com
o processo de cicatrizagdo Ossea (FELTES et al., 2010; PARK et al., 2018). A HAp
natural nao ¢ considerada estequiométrica e pode carregar consigo oligoelementos, que
sdo fons essenciais no processo de cicatrizacdo 0ssea, e beta fosfato tricalcico (B-TCP),
que confere taxa de degradacdo favoravel garantindo estabilidade e boas propriedades
mecanicas, sendo essa uma das principais vantagens quando comparada com a HAp
sintética (MILOVAC et al., 2014; POPESCU-PELIN et al., 2020).

Devido a posi¢do geografica em que esta situado, assim como a cultura de seus
habitantes, o estado de Santa Catarina ¢ considerado o maior produtor brasileiro da pesca
extrativa marinha (DA COSTA; DE SOUZA, 2012; IBAMA, 2008). Com isso, o grande
consumo de peixe tem gerado uma quantidade crescente de subprodutos, podendo chegar
a 100% de desperdicio sendo muitas vezes depositados diretamente no meio ambiente,
culminando em desordens ambientais e de saude publica. (FELTES et al., 2010).
Entretanto, a recuperacdo de escamas e espinhas de peixes permite a extragdo de HAp, ja
que esses subprodutos da pesca sdo ricos em calcio, fosfato e carbonato, culminado
também na redugdo de residuos solidos na industria pesqueira (AKRAM et al., 2014).
Sendo assim, a reutilizagdo de residuos de peixe segue os principios do modelo produtivo

da Economia Circular, que propdes a reinser¢do (reciclagem) dos materiais no ciclo
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produtivo, visando minimizar sua deposi¢ao no meio ambiente e consequentemente evitar
a geracao de impactos ambientais negativos, a0 mesmo tempo que responde a demandas
de mercado, com a manufatura de produtos provenientes dos residuos, e a geracdo de
renda para as comunidades envolvidas com a sua reutilizagao (FOSTER et al., 2016).

Métodos para sintetizar HAp com caracteristicas versateis, ou seja, que apresente
em sua composicao oligoelementos especificos e B-TCP, ainda permanecem desafiadores
devido a possibilidade de impregnagdo de residuos de carbono proveniente da
decomposi¢do de material organica por altas temperaturas, baixo grau de cristalinidade,
tamanho das particulas incompativeis com o processo de formacao Ossea, assim com
material citotéxico e com baixo grau de bioatividade (SADAT-SHOIJALI et al., 2013;
WIJEDASA et al., 2020). Com isso, estudos tém avaliado a extragdo e a caracterizagdo
da hidroxiapatita obtida a partir de escamas e espinhas de diferentes tipos de peixes,
visando o desenvolvimento de bioceramicas (CHAI; TAGAYA, 2018; MONDAL et al.,
2016; PAUL et al., 2017).

Este trabalho de pesquisa insere-se no projeto Fish2Bone: “Producdo de
hidroxiapatita a partir de residuos de peixes nativos do litoral catarinense: reciclagem e
transformagdo em biomaterial de alto valor agregado para reparagcdo dssea”, aprovado
para financiamento no Edital N° 01/PROPESQ/2020. Este projeto tem o objetivo de
produzir biomaterial particulado ceramico bifasico composto de HAp e -TCP a partir de
residuos de peixes (espinhas e escamas) nativos do litoral catarinense, promovendo
reciclagem e valorizagdo dos biomateriais com potencial aplicagdo biomédica para
reparagao Ossea.

Este trabalho foi delineado em uma etapa de revisdo bibliografica integrativa e
numa etapa experimental com a producdo do biomaterial. Na primeira etapa, foi realizada
uma revisao integrativa sobre a sintese de hidroxiapatita a partir de residuos de peixe,
onde a seguinte combinagdo de termos foi usada para selecdo dos estudos na base de
dados PubMed (via National Library of Medicine): “Fish” AND “Hydroxyapatite” AND
“Biomaterial” OR “Fish” AND “Hydroxyapatite” AND “Bone graft” OR “Fish” AND
“Hydroxyapatite” AND “Bone tissue engineering” OR “Fish” AND “Hydroxyapatite”
AND “Bone” OR “Fish” AND “Hydroxyapatite” AND “Bone substitute” OR “Fish”
AND “Calcium phosphate” AND “Biomaterial” OR “Fish” AND “Calcium phosphate”
AND “Bone graft” OR “Fish” AND “Calcium phosphate” AND “Bone tissue
engineering” OR “Fish” AND “Calcium phosphate” AND “Bone” OR “Fish” AND

“Calcium phosphate” AND “Bone substitute”. Os resultados foram compilados e
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analisados para preparagdo de um artigo de revisdo em revista cientifica internacional. Na
segunda etapa, as seguintes atividades foram planejadas e realizadas em laboratdrio:
recolha e limpeza dos residuos de anchova (Pomafomus salfafor), pré-tratamento dos
residuos, extragdo da HAp dos residuos, moagem da amostra e caracterizacao
morfologica e microestrutural do p6 de HAp natural. A caracterizacdo do material foi
realizada por diferentes técnicas: difragdo de raios X, microscopia eletronica de varredura,
espectroscopia dispersiva de energia, andlise granulométrica e espectroscopia de
infravermelho. Os resultados foram analisados e discutidos para o desenvolvimento desta

disserta¢ao de mestrado.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Biomateriais para reparo osseo

As opgoes de biomateriais disponiveis para reconstru¢ao dssea sao: enxerto 6sseo
autogeno, tendo como doador o proprio individuo; alégeno, proveniente de individuos da
mesma espécie, porém geneticamente diferentes; xenoégeno, o qual deriva de outra
espécie animal, como peixes, mamiferos e crusticeos; e por fim os biomateriais
produzidos de forma sintética em laboratorios, os chamados biomateriais aloplasticos
(SANCHEZ et al., 2020; TROELTZSCH et al., 2016). Enxertos 6sseos autogenos podem
ser colhidos intraoralmente a partir do ramo mandibular e do mento, enquanto a crista
iliaca representa a area doadora extraoral mais utilizada (KLOSS et al., 2018). Os
biomateriais aloplasticos podem ser encontrados na forma liofilizada desmineralizada ou
liofilizado mineralizada, sendo provenientes de bancos de ossos ou de doadores vivos
(STOPA et al., 2018). J4 em relaciio aos biomateriais xendgenos, o Bio Oss®, derivado
de osso bovino, ¢ o produto mais antigo e mais utilizado (WANG et al., 2020).

O osso autdgeno € considerado o tinico material que apresenta as trés propriedades
ideais para o reparo 0sseo, sendo elas a osteogénese, osteocondu¢do e osteoinducdo. A
osteogénese compreende a formagao 6ssea por meio de células osteoprogenitoras que se
diferenciam em osteoblastos levando a produgio ativa de osso (SANCHEZ et al., 2020).
O processo de osteoinducao induz células-tronco mesenquimais a se diferenciarem em
células de linhagem osteogénicas por influéncia de proteinas indutoras ou morfogénicas
do osso, fatores de crescimento ou citocinas (GRUBER ez al., 2019). Para que haja
osteoconduc¢ado € necessario um arcabougo para aposicao de novo osso em sua superficie,
requerendo a presenga de tecido Osseo pré-existente como fonte de células
osteoprogenitoras, sendo a matriz reabsorvida e substituida (Figura 1) (WESSING et al.,
2018).

Mesmo o osso autogeno sendo considerado a melhor opcao ao levar em
consideragdo suas propriedades biologicas, as técnicas cirurgicas necessarias para
captagdo desse tipo de material bioldégico aumentam a morbidade relacionada ao
procedimento e expdem o paciente a complicagdes como infec¢do, perda sanguinea, lesdo
nervosa, deficiéncia funcional e dor no pés-operatorio (KALK et al., 1996; ZUCCHELLI
et al., 2020). Outras desvantagens desse tipo de técnica ¢ a necessidade de abordar dois
sitios cirurgicos, oferta limitada de osso e alto indice de reabsor¢ao (POLO et al., 2013).

A principal limitagdo do enxerto xendgeno ¢ a auséncia de proteinas e fatores de
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crescimento associados a sua estrutura, sendo proposta a combinagdo com moléculas
bioativas regenerativas para favorecimento do processo de formagdo dssea (AMINI;
LARI, 2020). Ja em relagdo aos biomateriais aloplasticos, suas principais desvantagens
sao propriedades altamente variaveis e biodegradacao lenta (BORDEA et al., 2020).

A formagdo de novo tecido 6sseo a partir de hidroxiapatita derivada de residuos de peixe

pode ser observada na Figura 1.

Figura 1- Formacao Ossea a partir de hidroxiapatita derivada de residuos de peixe. ApoOs
deposicao de HAp no defeito 6sseo, ocorre proliferacao de vasos sanguineos, com isso se
inicia dois processos distintos, sendo eles: osteocondu¢ao, que ira conduzir, por meio dos
vasos sanguineos, osteoblastos que depositardo novo tecido dsseo; e a osteoinducao, que
por meio da acdo das BMPs, ira induzir diferenciagdo de células mesenquimais

indiferenciadas em osteoblastos, que realizardo a deposi¢ao de novo tecido 6sseo. HAp

(hidroxiapatita), BMP (proteina morfogenética).
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Fonte: Autor (2022).

Os substitutos Osseos sintéticos pertencem a familia dos biomateriais e
representam alternativas para o reparo do tecido 6sseo natural (WILLIAMS, 2009;
DOROZHKIN, 2010a). Muitos substitutos sintéticos sdo do tipo ceramicos, ou seja,
materiais inorganicos produzidos sob alta temperatura, como € o caso da HAp sintética.

Quando usados especificamente para aplicagdes biomédicas, eles sao chamados de
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biomateriais ceramicos (DOROZHKIN, 2010b; DEMIRKIRAN, 2012). A HAp sintética
¢ formada basicamente por calcio (Ca) e fosforo (P), é considerada pura e pode ser
representada pela formula Caio(POs)s(OH),, tendo razdo molar Ca/P igual a 1,67, onde
essa proporg¢ao provou ser a mais eficaz na formacao 6ssea (BORDEA et al., 2020).

A utilizagdo da HAp sintética tem aumentado em todo o mundo através de
inumeros produtos utilizados em odontologia e ortopedia (GOTZ; PAPAGEORGIOU,
2017). Outros campos da tecnologia utilizam HAp sintética para produgdo farmacéutica,
cromatografia liquida, transportadores de catalise, cargas para elastomeros, tratamento de
agua, entre outros (DOROZHKIN, 2011).

A HAp natural pode ser extraida de diferentes fontes, sendo elas bioldgicas ou
residuais, como osso de mamifero (bovino, camelo e cavalo), fontes marinhas ou
aquaticas (espinha, escama, dentes e mandibulas de peixe), fontes de concha (berbigao,
marisco, casca de ovo e concha do mar), plantas, algas e corais, assim como por meio de
fontes minerais, como calcario (MOHD PU' AD et al., 2019).

Além das diferentes fontes, varias rotas podem ser empregadas para produzir HAp
com caracteristicas especificas e que apresente em sua composicdo elementos que
estimulam o processo de reparo 6sseo (CHAIL; TAGAYA, 2018; D. MONDAL et al.,
2016). Dentre as varias técnicas, o método de calcinacdo, o método de hidrolise alcalina
e a combinagdo entre essas técnicas tém sido usadas com frequéncia durante o processo

de extra¢dao de HAp natural (MOHD PU' AD et al., 2019).

2.2 Consumo de peixes no estado de Santa Catarina

A pesca extrativa e a aquicultura desempenham um papel importante na promogao
da seguranca alimentar para milhdes de pessoas que possuem empregos e seus modos de
vida relacionados a essas atividades, situacdo que reduz a pobreza e garante fonte de
renda. Os pescados, sejam eles peixes, mariscos ou crustaceos, sdao nutritivos, fonte vital
de proteinas e nutrientes essenciais, especialmente para as comunidades mais pobres em
nivel global (FAO, 2014; GARCIA; ROSENBERG, 2010). Assim, o fortalecimento dos
setores pesqueiro e aquicola passou a ser considerado uma importante diretriz para a
promocao e manuten¢do da seguranca alimentar e financeira nas regides costeiras
(NOMURA, 2010; SIMON et al., 2020).

Segundo relatérios da FAO (2016), a produ¢do mundial de pescados alcangou o
montante de 167,2 milhdes de toneladas, sendo 93,4 milhdes obtidos a partir da captura

e 73,8 milhdes de atividades aquicolas. De acordo com o Ministério da Pesca e
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Aquicultura (2015), o Brasil esta entre os principais produtores de pescado do mundo e
suas espécies nativas tém tido uma participagdo crescente na cadeia produtiva,
principalmente devido as condi¢des climdaticas e ambientais favoraveis.

O estado de Santa Catarina ¢ considerado um dos maiores produtores de pescado
do Brasil (FELTES et al., 2010). Por ter uma longa costa com o oceano Atlantico e ser
formado por ilhas, assim como pela cultura de seus habitantes, a pesca exerce
fundamental fun¢do na economia do estado, sendo fonte de renda principalmente para
populagdo litoranea, tendo grande consumo de anchova (DA COSTA; DE SOUZA,
2012).

A anchova (Pomafomus salfafor), peixe da espécie peladgica de habitos
alimentares carnivoros, possui ampla distribuicao geografica (LUQUE; NILTON, 1999).
Essa espécie ¢ encontrada principalmente no litoral do sudeste e sul brasileiro e ¢
considerada de grande importancia comercial (FIGUEIREDO, 1980).

Em consequéncia do alto consumo de pescados, uma grande quantidade de
material biol6gico como escamas, peles, espinhas, visceras, carapagas e barbatanas, que
podem chegar até 50% do peso do animal, acabam sendo descartadas no meio ambiente
(HUANG et al., 2011). Apesar de existirem mecanismos naturais capazes de decompor a
matéria organica rejeitada produzida na pesca, segundo Seibel e Soares (2003), os
residuos da industria de peixe apresentam uma composicao rica em compostos organicos
e inorganicos, 0 que gera preocupacdo relativa aos potenciais impactos ambientais
negativos decorrentes do descarte de grandes quantidades deste material diretamente no
ambiente.

Segundo Sordi (2010), a geragdo de residuos comecou a se tornar um problema
nos primeiros vestigios de organizagao social, quando as comunidades comecaram a se
tornar sedentarias, formando tribos, vilas e cidades. E nesse contexto que o estudo do
reaproveitamento de residuos gerados pela produgdo de peixes nativos e com significativa
importancia econdmica se faz necessario, tanto para diminui¢ao dos residuos formados,
como para agregar valor de mercado a esse material, permitindo sua comercializagdo
(HUANG et al.,2011). Um artigo de revisdo realizado por Feltes et al. (2010), demostrou
que residuos da pesca podem ser usados para diversas aplicagdes, como na produgdo de
ragdo para alimentacdo animal, producao de fertilizantes e biodiesel. Por serem ricos em
proteinas e em 4cidos graxos da série Omega-3, podem ainda ser utilizados no

desenvolvimento de produtos para alimentagdo humana entre outras aplicagdes.
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2.3 Hidroxiapatita natural derivada de residuos de peixe

Como alternativa a HAp sintética, a HAp natural ¢ considerada nao
estequiométrica, podendo ser representada pela formula Caiox(PO4)s-x(OH)2-x n.H20,
onde 0 <x < 1, isso se da pela sua predisposi¢cdo em permitir substituigdes dos ions calcio
e fosforo, situagdo que pode culminar na deficiéncia desses ions (ESLAMI et al.,2009).
As posigdes de calcio sdo as mais comuns a serem substituidas, dando lugar geralmente
a Na, Mg e Al: hidroxila podem ser substituidos por carbonato (CO3>") ou fluoreto (F!);
enquanto os fons fosfato, podem ser substituidos por carbonato (COs*) (PU’AD et al.,
2019)).

Dada a natureza ndo estequiométrica da HAp natural, a HAp derivada de residuos
da pesca pode apresentar sua fase inorgadnica formada por um composto bifasico
(hidroxiapatita e fosfato triclcico) e/ou oligoelementos. Pon-On et al. (2016), ao
compararem as propriedades da HAp sintética e a HAp derivada de residuos da pesca,
identificaram uma razdo Ca/P de 1,65 para HAp sintética € com pequena presencga de
grupo carbonato; ja a HAp derivada das escamas de peixe, apresentou razao Ca/P de 2,01
e maior presenga de grupo carbonato em sua estrutura final, a diferenca estrutural desses

dois materiais pode ser observada na Figura 2.

Figura 2- Diferenga estrutural entre a hidroxiapatita sintética e a hidroxiapatita natural.
HAp: hidroxiapatita.

Ca,(PO,)s(OH),

HAp Natural:

Ca,,(PO,4)¢(OH),, n.H,O

Na, Mg e Al (CO;%) (CO;%) ou (F¥)

Fonte: Autor (2022).

A Tabela 1 lista os estudos identificados para a revisdo integrativa realizados com
hidroxiapatita natural derivada de residuos de peixe com potencial para aplicagdo na

reparagao Ossea, relacionada aos seguintes parametros: tipo de residuo usado, espécie de
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peixe de escolha, rota de sintese selecionada e os resultados obtidos pelas anélises de
caracterizacdo morfologica e microestrutural, assim como comportamento bioldgico por
meio de analises in vitro e in vivo.

Dos 19 artigos listados na Tabela 1, 7 (36,8%) usaram espinhas de peixe como
fonte para extracao de hidroxiapatita (BAS et al.,. 2020; PANDA et al., 2014; POPESCU-
PELIN et al,. 2020; VENKATESAN et al, 2015; PICCIRILLO et al., 2015;
PICCIRILLO et al., 2013; VENKATESAN et al., 2011) ¢ 8 (42,1%) usaram escamas de
peixe para o mesmo fim (ATHINARAYANAN et al., 2020; AYALA-BARAJAS et al.,
2020; CHUN et al., 2016; LIU et al., 2020, MONDAL et al., 2014; PON-ON et al., 2016,
WIEDASA et al., 2020; CHOU et al, 2014). Outras fontes para obtengdo de
hidroxiapatita proveniente de residuos da pesca foram dentes e mandibula de tubarao,
tendo 2 (10,5%) (LOPEZ-ALVAREZ et al., 2016; LOPEZ-ALVAREZ et al., 2017) ¢ 1
(5,3%) (LOPEZ-ALVAREZ et al., 2020) estudos, respectivamente. Apenas 1 (5,3%)
artigo selecionado nao informou qual estrutura do peixe foi utilizada para sintese da HAp
(YAMAMURA et al., 2018).

Sobre as rotas de sintetizacdo, 12 (63,2%) estudos realizaram a extragdo da HAp
por meio da calcinagdo, dos quais 4 (21%) realizaram tratamento térmico entre 800-900
°C (BAS et al,. 2020; PANDA et al, 2014; POPESCU-PELIN et al. 2020;
YAMAMURA et al., 2018), 4 (21%) estudos realizaram tratamento térmico entre 900-
1.000 °C (LOPEZ-ALVAREZ et al., 2016; LOPEZ-ALVAREZ et al., 2017; LOPEZ-
ALVAREZ et al., 2020; VENKATESAN et al., 2011) e 4 (21%) estudos realizaram
tratamento térmico a temperaturas superiores a 1.000 °C (CHUN et al., 2016; MONDAL
et al., 2014; PICCIRILLO et al., 2015; PICCIRILLO et al., 2013). Trés estudos (15,7%)
realizaram associagdo entre calcinag@o e outros métodos de sintetizacdo, sendo eles: (i)
hidrolise enzimatica (alcalase) seguida de calcinagdo a 950 °C (LOPEZ-ALVAREZ et
al., 2020), (i1) hidrolise alcalina (NaOH) seguida de calcinacio (AYALA-BARAIJAS et
al., 2020) e (iii) pré-tratamento com cloreto de calcio (CaCl,) seguido de calcinacao a
diferentes temperaturas (900-1.250 °C) (PICCIRILLO et al., 2013). Depois da
calcinacdo, o segundo método mais utilizado para extrag¢do de hidroxiapatita identificado
nos estudos listados foi a hidrdlise alcalina (NaOH), sendo realizada por 2 (10,5%)
estudos (VENKATESAN et al., 2011; VENKATESAN et al., 2015).

Os principais resultados sdo descritos da seguinte forma:
e A raziao Ca/P variou de 1,40 a 2,48 nos estudos selecionados. Os estudos

reportaram calcinag¢do a temperaturas que variaram de 800-1.000 °C resultando
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na razdo Ca/P entre 1,40-1,75. Amostras que foram calcinadas a temperaturas
superiores a 1.000 °C mostraram variagdo da razdo Ca/P entre 1,52-1,75. Os
estudos que indicaram razdo Ca/P mais elevada realizaram a sintese de
hidroxiapatita por meio de precipitagdo aquosa com nitrato de calcio (Ca(NO3)2)
e fosfato diamonico (NH4)HPQO4), obtendo razao Ca/P de 2,01 (PON-ON et al,,
2016); tratamento hidrotérmico com agua MilliQ a 250 °C, resultando em uma
amostra com razao Ca/P de 2,33 (ATHINARAYANAN et al., 2020); e associagao
entre hidrolise alcalina (NaOH) seguida de calcinagdo, por utilizar duas espécies
de peixes, obteve diferentes valores para razdo Ca/P, sendo eles 2,43 e 2,48
(AYALA-BARAIJAS et al., 2020). Seis estudos (31,6%) ndo identificaram a razao
Ca/P de suas amostras ( CHOU et al., 2014; (LOPEZ-ALVAREZ et al., 2016;
LOPEZ-ALVAREZ et al., 2017; LOPEZ-ALVAREZ et al., 2020; PICCIRILLO
et al., 2015; VENKATESAN et al., 2015);

A produgao de hidroxiapatita pura (monofasica) foi conseguida em 5 (26,3%) dos
19 artigos selecionados, sendo que desses, quatro utilizaram o método de
calcinagdo para extracdo da HAp (CHUN et al., 2016; MONDAL et al., 2014;
PICCIRILLO et al.,, 2015; VENKATESAN et al., 2015) e 1 estudo realizou
tratamento térmico com agua MilliQ a 250 °C (ATHINARAYANAN et al.,
2020). Nove estudos (47,4%) sintetizaram HAp com presenga de fosfato tricalcico
(bifasica) em sua composicio (BAS et al.,. 2020; LOPEZ-ALVAREZ et al., 2016;
LOPEZ-ALVAREZ et al., 2017, LOPEZ-ALVAREZ et al., 2020; MONDAL et
al., 2014; PICCIRILLO et al., 2015; PON-ON et al., 2016; POPESCU-PELIN et
al,. 2020; WIJEDASA et al., 2020), onde a calcinagao também foi o método mais
empregado nos estudos, correspondendo a 7 (36,8%) estudos;

Apenas 6 (31,6%) dos estudos selecionados indicaram a presenga de
oligoelementos associados a HAp produzida, sendo o mais comum o magnésio
(Mg), presente em 6 estudos (AYALA-BARAIJAS et al., 2020; CHUN et al,
2016; LOPEZ-ALVAREZ et al, 2017, POPESCU-PELIN et al. 2020;
YAMAMURA et al., 2018), seguido de sédio (Na) com 2 estudos (LOPEZ-
ALVAREZ et al, 2017, YAMAMURA et al., 2018). Os ions potassio (K)
(YAMAMURA et al., 2018), aluminio (Al) (AYALA-BARAIJAS et al., 2020),
silicio (Si) ( POPESCU-PELIN et al,. 2020), enxofre (S) ( POPESCU-PELIN et
al,. 2020) e fluor (F) (LOPEZ-ALVAREZ et al., 2017) foram identificados uma
unica vez;
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Estudos que avaliaram a citotoxicidade da HAp derivada de residuos da pesca
por meio de testes celulares ndo identificaram agao toxica da HAp produzida
(ATHINARAYANAN et al., 2020; BAS et al.,. 2020; CHUN et al., 2016; LIU et
al., 2020; LOPEZ-ALVAREZ et al., 2016; PANDA et al., 2014; PICCIRILLO et
al., 2015; PON-ON et al., 2016; VENKATESAN et al., 2015; WIJEDASA et al.,
2020. Células UMR-106 semelhantes a osteoblastos (derivadas de ratos Sprague-
Dawley) foram utilizadas para comparar a viabilidade celular entre as amostras de
HAp produzida por meio de escamas de peixe e a HAp sintética. Os resultados da
viabilidade celular mostraram maior interagdo celular na HAp derivada de
residuos da pesca, quando comparada a HAp sintética (p < 0,05) (PON-ON et al.,
2016).

Trés artigos fizeram estudos in vivo (CHOU et al., 2014; MONDAL et al., 2014;
YAMAMURA et al., 2018). Um estudo enxertou HAp derivada de escamas de
carpa no subcutaneo de ratos, onde os resultados nao indicaram genotoxicidade
no sangue, figado, rim e pulmao dos animais (YAMAMURA et al., 2018). Ao
passo que um estudo confeccionou um pino com a HAp derivado de escamas para
fixagdo de fratura dssea, os resultados mostraram que houve maior redugdo da
fratura do fémur de coelhos que receberam o pino de HAp derivado de escamas,

quando comparada aos animais que nao receberam o pino (CHOU et al., 2014).
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Tabela 1 — Estudos envolvendo extragao de HAp a partir de residuos de peixe.

Autor Objetivo Tipo de residuo e Rota de sintetizagdo Razao Ca/P Fase inorgéanica Resposta biologica
(Ano) espécie de peixe
Sintetizacdo de fosfato Espinha de de Calcinacdo a diferentes temperaturas Variou de 1,73 a Composto bifasico: HApe A viabilidade celular em contato
BAS et al. de calcio através de salmdo. (1000°C — 1300 °C). 1,52 quando a B-TCP. com células de osteossarcoma n@o
(2020) calcinacdo a partir de temperatura  de indica efeito  citotoxico em
residuos de ossos de sinteriza¢ao comparag¢do com o controle.
salmao. aumentou de 1000
para 1300°C.
Desenvolvimento de Escamasde peixe Calcinagdo a 850 °C por 1 h. Ca/P de 1,75. -Composto  monofasico: A concentragdo de 10 p/v% de CaP
CHUNG et al.  hidrogel-biocerdmica  cabega de cobra HAp exibiu o
(2016) incorporado com (Channa argus). -Presenca de Mg?". maior taxa de prolifera¢do e nlimero
fosfato de  célcio de células quando comparadas as
derivado de escama de demais concentracgdes e ao hidrogel
peixe. sem CaP (P < 0,05).
Sintetizacdo de sulfato Mandibula de -CaPl: N/D -CaP1: hidroxiapatita N/D
LOPEZ- de  condroitina e tubardo azul Calcinagdo a 950 °C; (85%);
ALVAREZ et bioapatita a partir de (Prionace -CaP2: hidrdlise enzimatica (alcalase) -CaP2: composto bifasico
al. mandibula de tubardo glauca). por 8 h, sedimento calcinado a 950 °C; (HAp e B-TCP);
(2020) azul. -SC: hidrolise enzimatica (alcalase) -CS: prevaléncia de 6S-
por 8 h, sobrenadante tratado com GalNAc sulfato (68%).
hidroalcodlica-alcalina-salina por 2 h.
Sintetiza¢do de Escamas de Precipitacio aquosa: solugdes de -sHA: Ca/P de -sHA: menor presenga de -FSHA forma mais apatita nova do
PON-ON ef al.  hidroxiapatita derivada Probarbus Ca(NOs)2 e (NH4):HPO4 (0,24 M) com 1,65; carbonato do tipo B na que o sHA apoés ser incubado em
(2016) da escama de peixe jullieni. ajuste do pH para 11. -FSHA: Ca/P de hidroxiapatita; fluido corporal simulado (P <0,05);
(FSHA) obtida por 2,01. -FSHA: maior presencade -Maior adesdo de células UMR-106
coprecipitagdo e carbonato do tipo B na semelhantes a osteoblastos
comparagao com hidroxiapatita. (derivadas de ratos Sprague-
hidroxiapatita sintética Dawley) na superficie de FSHA do
(sHA). que no substrato de sHA (P < 0,05).
Fabricacdo de pino Espinhas de Calcinagdo a 850 °C por 4 h -Spa-BCP: Ca/P -Spa-BCP: composto A viabilidade celular em contato
POPESCU- 0sseo bioabsorvivel a peixe dourado e de 1,65; bifasico de HAp e B-TCP com células fibroblésticas
PELIN et al. partir de escamas de salmado. -Sal-BCP: Ca/P de com presenga de Na, Mg, gengivais humanas ndo indica
(2020) peixe. 1,55. SieS; efeito citotoxico das amostras Spa-

-Sal-BCP: composto
bifasico de HAp e B-TCP

BCP e Sal-BCP.
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LOPEZ-
ALVAREZ et
al.
(2020)

ATHINARAY
ANAN et al.
(2020)

AYALA-
BARAIJAS et

al.
(2020)

LIU et al.
(2020)

LOPEZ-
ALVAREZ et
al.
(2017)

MONDAL et
al.

Sintetizacao de
hidroxiapatita a partir
de esmalte e dentina de
dentes de tubarao.

Sintetizacdo de
nanopontos de carbono
(CDs) e nanoparticulas
de hidroxiapatita (HAp
NPs) a partir de
escamas do peixe para
aplica¢des biomédicas.
Extragdo de
hidroxiapatita de
escamas de dois peixes
da familia Orechromis.

Extracdo de HAp de
escamas de peixe
utilizando um método
ambientalmente

amigavel e sustentavel.
Extracdao de biopatites
de dentes de tubardo

para regeneracao
ossea.
Sintetizac¢do de

hidroxiapatita a partir
de escamas de peixe.

Dentes de
tubardo  Isurus
oxIrinchus e
Prionace glauca.

Escamas de
Lethrinus
lentjan.

Escamas de
Oreochromis
hunteri e
Oreochromis
niloticus.

Escamas de carpa
cabeguda
(Aristichthys
nobilis).

Dentes de
tubardo  Isurus
Oxyrinchus e
Prionace

Glauca.

Escamas de
Labeo rohita.

Calcinagdo a 950 °C for 12 h.

Tratamento hidrotérmico
MilliQ

mantida a 280 °C

por 3 h.

Tratamento termoquimico: hidrolise com

NaOH a 1%, seguida de calcinacdo.

Tratamento quimico: solventes eutéticos
profundos (cloreto de colina/glicerol,

1/2).

Calcinagdo a 950 °C por 12 h.

Calcinagao a 1.200 °C.

com agua

N/D

Ca/P de 2,33.

-Oreochromis
hunteri:
2,46;
-Oreochromis
niloticus:
2,48.

Ca/P de 1,75.

N/D

Ca/P de 1,71.

Ca/P de

Ca/P

com presenca de Na, Mg e
Si.

-HAp dentina: composto
bifasico de HAp (60%) e
B-TCP (40%) com
presenca de Mg;

-HAp esmalte: composto
bifasico de HAp (91%) e
B-TCP (9%).

Composto  monofasico:
HAp.

-Oreochromis hunteri:
HAp rica em Mg;
-Oreochromis  niloticus:
HAp rica em Al.

-Presenca de sal de calcio
de fosfato e carbonato;
-Grau de cristalinidade de
43,13%.

-Composto bifasico: HAp
(70%) e B-TCP (30%);
-Presenca de F, Na ¢ Mg.

-<1.200°C (composto
monofasico) — HA;

A sintese da enzima fosfatase
alcalina mostrou acentuada
atividade osteogénica nas HAp
derivadas do dente de tubardo
quando comparadas a HAp sintética
(p<0,01).

A viabilidade celular e os resultados
da avaliagdo morfologica em
células-tronco mesenquimais
humanas

sugeriram que CDs e NPs HAp sdo
incompativeis.

N/D

A taxa de hemolise da HAp extraida
foi

inferior a 5%, provando que a
mostra apresenta

boa compatibilidade sanguinea.
Diferenga de 1 mm (P < 0,05) no
grau de osseointegracdo da HAp
marinha, quando comparada a HAp
sintética.

Estudo in vivo em ratos mostra
bioafinidade entre as
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(2016)

PANDA et al.
(2014)

PICCIRILLO et
al.
(2015)

PICCIRILLO et
al.
(2013)

YAMAMURA
etal
(2018)

WIJEDASA et
al.
(2020)

Sintése de
hidroxiapatita a partir
de escama de peixe
(FS) e solugdo de
fluido corporal
sintético (SBF).

Sintese de
hidroxiapatita
monofasica (CB) e
hidroxiapatita bifasico
(CBCa) obtidas de
espinhas de peixe.

Sintetizacdo de apatita
e fosfato tricalcico a
partir de espinhas de
peixe.

Sintetizar de
hidroxiapatita a partir
de residuos de pescado.

Sintetizac¢do de
hidroxiapatita a partir
de escama de peixe
para aplicagdes na

Espinha de
Labeo

rohita e Catla
catla.

Espinhas de

bacalhau do
Atlantico.
Espinha de
bacalhau.

Corvina-branca

(Micropogonias
furnieri).
Escamas de

salmao e pargo.

Calcinagdo a 800 °C por 1 h.

-CB: pré-calcinagdo a 700 °C seguida de
calcinagdo a diferentes temperaturas (900
°Ca1.250 °C) por 1 h;

-CBCa: pré-tratamenro com CaCI2 por
16 h a 65-70 °C e calcinagdao a 700 °C,
seguida de de calcinagdo a diferentes
temperaturas (900 °C a 1.250 °C) por 1 h.

Tratamento quimico com CaCl2 e NaF.

Calcinagoes a 800 °C por 5 h.

Tratamento quimico com HCl e NaOH.

-FS: Ca/P de 1,62;
-SBF: Ca/P de
1,71.

N/D

Ca/P de 1.49.

Ca/P de 1,40.

-Salmao: Ca/P de
1,62;
-Pargo:
1,56.

Ca/P de

->/=1.200° (composto
bifasico) — HAp e B-TCP.

30-35% de porosidade.

-CB (composto
monofasico): HAp;
-CBCa (composto

bifasico): HAp (73,2%) e
B-TCP (27,8%).

Composto bifasico: HAp e
B-TCP (propor¢do molar
de 75:25).

Presenga de Mg, Na e K.

-Salmao: HAp ligada a
peptideo-PGA de
nanofibra-TRAP;

particulas de hidroxiapatita
sintetizadas com pré-osteoblastos
(P de 0,05).

-A biocompatibilidade foi
comprovada pela proliferacdo de
células-tronco mesenquimais sobre
as amostras.

-Nao  houve  diferenca na
proliferagdo celular entre os ambos
tipos de HAp (FS e SBF).

CB (crescimento de apatita no 7°
dia) apresentou

bioatividade muito maior do que a
CBCa (crescimento de apatita no
28° dia);

- Os testes de
citotoxidade/biocompatibilidade
nao mostram diferenca
estatisticamente significante (p b
0,05) entre a HAp derivada das
espinhas do bacalhau com a HAp
comercializada.

N/D.

Biocompatibilidade comprovada no
teste de tecido subcutaneo de rato,
assim como auséncia de cito e
genotoxicidade no sangue, figado,
rim e pulmao dos animais.

Comprovada citocompatibilidade
(93,4%) por meio de fibroblastos
gengivais ndo havendo diferenca
estatistica entre a HAp derivada do
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VENKATESA
etal.
(2011)

VENKATESA
etal
(2015)

CHOU et al.
(2014)

regeneragao de tecidos
periodontais.

Comparar a calcinagao
e hidrélise alcalina na

obtencao de
hidroxiapatita de ossos
de peixe.

Sintetizacao de

hidroxiapatita por meio
de hidrolise alcalina.

Escamas de peixes
foram usadas para
fabricar um pino 4sseo
bioabsorvivel.

Espinha de
Thunnus obesus.
Espinha de
salmio.

Escamas de
carpa.

-Calcinacdo: 900 °C por 5 h;
-Hidrolise alcalina: NaOH (2M)
a 250 °Cpor 5 h.

Hidrolise alcalina: fervura com 10 mL de
acetona e 2% de NaOH (10 g/500 mL de
H20) por 1 h.

Tratamento quimico com tampao Tris
0,05M e

0,IM Triton X-100 a 4°C por 3 dias,
seguida de descelularizadas com etanol
70%.

-Calcinacdo: Ca/P
de e 1,65;
-Hidroélise
alcalina: Ca/P de
1,76.

N/D.

N/D.

-Pargo (composto
bifasico): HAp e B-TCP.
-Calcinag¢do: HAp pura;
-Hidrolise alcalina:
remog¢do de  matéria
organica.

Auséncia de componentes
organicos.

N/D.

salmdo com a HAp derivada do

pargo.
Nao consegui identificar.

A nHAp derivada do salmio ndo
mostrou citotoxidade as células na
concentragdo 100 pg/ml (em
concentragdes maiores que 250
pug/ml, a proliferagdo celular foi
diminuida).

-Apds 12 semanas foi percebida
maior reducao na fratura fémur de
coelhos da Nova Zelandia dos
animais que receberam o pino de
fixacao Ossea feito de HAp derivada
de residuos da pesca, quando
comparada aos animais que ndo
receberam o pino.

Fonte: Autor (2022).
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3. OBJETIVOS E HIPOTESES

3.1 Objetivo Geral
O objetivo deste trabalho foi sintetizar material particulado ceramico bifasico
composto de HAp e B-TCP a partir de residuos de anchova (espinhas e escamas) com

aspectos morfologicos adequados para utilizagao no processo de reparagao ossea.

3.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos deste trabalho sdo descritos abaixo:

e Comparar dois protocolos de pré-tratamento dos residuos de anchova, assim como
avaliar o protocolo de moagem das particulas do p6 de HAp natural;

e Avaliar a temperatura utilizada para extracdo da HAp natural;

e Analisar e comparar qualitativamente as propriedades do p6é de HAp natural
produzido com a utilizagdo de espinhas ou escamas de anchova como relagdo a
razdo Ca/P, morfologia das particulas, cristalinidade e composicdo de fases

presentes.

3.3 Hipotese do trabalho
As hipoéteses de trabalho delineadas foram:
e A utilizagdo de espinhas de anchova resultard em material particulado cerdmico
bifasico com composi¢do quimica de um material bifasico composto por HAp e
B-TCP com melhores propriedades, quando comparada a utilizacdo de escamas;
e O biomaterial obtido apresentara particulas com aspectos morfologicos e tamanho

de particulas adequados para producdo de substitutos dsseos.
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4. JUSTIFICATIVA

A posigdo geografica que ocupa e a cultura dos seus habitantes, faz do estado de
Santa Catarina um grande consumidor de pescado. O grande consumo de peixe nesse
estado, no Brasil ¢ no mundo tem gerado uma quantidade crescente de residuos que
possuem um elevado potencial de reciclagem e valorizagcdo, dada a semelhanga da sua
composi¢ao quimica com a hidroxiapatita presente no corpo humano. Sendo assim, este
estudo possui na sua matriz uma profunda identidade com o estado de Santa Catarina uma
vez que se propoe utilizar uma fonte de residuo ligada a uma forte tradicao dos
catarinenses, a pesca ¢ consumo de peixe, para responder simultaneamente a desafios
ambientais, economicos ¢ de saude publica. A producdo de HAp natural derivada de
residuos da pesca ¢ um método barato, de rapido processamento e que apresenta rotas de
sintese que causam pouco impacto ambiental quando comparada a outras meios de
obtencdo de HAp. Ademais, a HAp natural apresenta elementos semelhantes a HAp
presente nos ossos € dentes humanos, o que intensifica sua bioatividade e favorece a
proliferagdao de tecido 0sseo, além da possibilidade de formagdo de composto bifasico
constituido de HAp e B-TCP, situacdo que equilibra o processo de reabsor¢dao do
biomaterial quando inserido no sitio cirurgico do tecido 6sseo. O impacto ambiental dar-
se pela diminui¢do de residuos organicos a serem depositados diretamente no solo e sua
reciclagem e valorizagdo sob a forma de um produto biomédico com potencial para

utiliza¢@o na reparagdo Ossea.
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5. MATERIAS E METODOS

Por se tratar de um projeto envolvendo estruturas de animais, o mesmo foi
submetido a Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC) (ANEXO). Contudo, por se tratar do uso apenas de residuos que
seriam descartados, nao foi necessario registro. A limpeza, pré-tratamento e extracao dos

residuos foram feitas no Nucleo de Pesquisa em Materiais Ceramicos ¢ Compositos

(CERMAT) da UFSC.

5.1. Recolha e limpeza dos residuos

O processamento para obtengao da HAp natural foi feito utilizando espinhas e
escamas de anchova (Pomafomus salfafor). Os residuos foram coletados em peixarias
presentes na grande Florian6polis/SC, sendo feita vistoria pelo pesquisador para
certificar-se que os residuos adquiridos pertenciam a espécie de peixe estudada.

Os residuos foram separados em escamas ¢ espinhas, sendo submetidos a
tratamento térmico a 100 °C em agua por 1 h separadamente (BAS, et at., 2020). Ap6s
aquecimento a 100 °C, foi feita limpeza manual das espinhas com auxilio de espatula do
tipo lecron em 4gua corrente a fim de remover resquicios de tecido muscular do peixe.
Por fim, as espinhas e escamas foram lavadas com agua destilada. Os residuos foram
entdo pesados e organizados em quatro grupos distintos, sendo separados pelo tipo de
residuo (espinha ou escama) e pelo protocolo de pré-tratamento, podendo ser tratados
com 4cido cloridrico (HCI) a 37% e hidroxido de sodio (NaOH) 1 M (protocolo 1) ou
somente com NaOH 1 M (protocolo 2) (Figura 3) (MOHD PU' AD et al., 2019).

Sendo assim, os grupos ficaram organizados da seguinte forma:

- Grupo 1: 20g de escamas pré-tratadas pelo protocolo 1;

- Grupo 2: 20g de escamas pré-tratadas pelo protocolo 2;

- Grupo 3: 25g de espinhas pré-tratadas pelo protocolo 2;

- Grupo 4: 25g de espinhas pré-tratadas pelo protocolo 1.
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Figura 3 — Fluxograma de protocolos para extracdo da HAp. Protocolo 1- HCI (37%) e
NaOH (1 M). Protocolo 2- NaOH (1 M).

1 Q .- ) O
- - -
] Calc
Mol NaDH nagso Grupo 1
e .Q 1 O
-
NaOH Calcinaglo

e m-é-cau— | Q
O

HCl NaOH Calcinagso P

Fonte: Autor (2022).

5.2. Pré-tratamento dos residuos
Para a realizagdo do pré-tratamento com o protocolo 1, o grupo 1 ¢ o grupo 4
foram tratados da seguinte forma: para cada 10 g de residuos, foram adicionados 100 mL
de solu¢dao de HCI (37%) e posterior adi¢cdo de NaOH (1 M). Os residuos foram entdo
colocados em copo de laboratorio de vidro sendo adicionado 200 mL de HCI (37%) no
grupo 1 e 250 mL de HCI (37%) no grupo 4, ficando imersos nessa solu¢do por 24 hs.
Apos o tempo indicado, a solugcao de HCI (37%) foi removida por decantacao sendo feita
adi¢do de 200 mL de NaOH (1M) no grupo 1 e 250 mL de NaOH (1 M) no grupo 4,
seguida de agitacdo manual com auxilio de bastdo de vidro por 1 min. Seguiu-se de
remocdo da solucdo de NaOH (1 M) e de lavagens sucessivas com agua destilada sob
agitacdo manual com auxilio de bastdo de vidro, sendo feitas 3 lavagens com duracdo de
1 min cada. Por fim, as amostras foram depositadas em placa de petri e secas em estufa
de secagem com circulagdo (ETEST.420.0102/Ethik®, Brasil) por 24 h a 60 °C.
No protocolo 2, para cada 10 g de residuos, foram adicionados 100 mL de solugdo
de NaOH (1 M). Foi feita adicdo de 200 mL de solu¢do de NaOH (1 M) no grupo 2 e 250
mL de solugdo de NaOH (1 M) no grupo 3. Os residuos ficaram imersos em solu¢ao por

24 h. Apés o periodo indicado, a solugdo de NaOH (1 M) foi removida sendo feita trés
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lavagens com agua destilada sob agitagdo manual com auxilio de bastdo de vidro por 1
min cada lavagem. As amostras foram entdo depositadas em placa de petri e secas em

estufa de secagem com circulacdo por 24 h a 60 °C.

5.3. Extrag¢do da HAp

O método de extracao utilizado foi a calcinagdo. As amostras de ambos os grupos
foram dispensadas em placa de cerdmica e calcinadas separadamente em forno mufla
(1000 °C a 1300 °C/JUNG®, Estados Unidos). A calcinagio foi feita a temperatura de
800 °C por 5 h, tento taxa de aquecimento de 10 °C por min. Um exaustor foi acoplado
ao forno mufla para permitir a saida dos residuos de carbono produzida pela queima do
material. Apds termino do tempo indicado de calcinagdo, as amostras foram mantidas em

temperatura ambiente.

5.4. Moagem da amostra

A moagem foi feita em almofariz de 4gata. O material foi moido por 5 min,
sendo utilizado etanol como veiculo auxiliar. Apds a moagem, a amostra foi peneirada
com peneira para andlise granulométrica com tela de inox com abertura de 180 um (INOX
8” x 2”’/a Bronzinox®, Brasil). Jatos de etanol foram usados para auxiliar na passagem da
amostra pela tela da peneira. A amostra peneirada e o precipitado que passou pela tela foi
colocado em placa de petri e levado para secagem em estufa por 24 h a temperatura de 60

°C.
5.5. Caracterizacdo morfologica e microestrutural do po de HAp natural.

5.5.1. Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espectroscopia Dispersiva de
Energia (EDS).

A morfologia, microestrutura e composi¢ao quimica da hidroxiapatita extraida das
escamas e espinhas de anchova, foi analisada por meio da técnica de MEV-EDS, sendo
realizado previamente recobrimento com ouro por 120 seg a 20 °C com uma corrente de
50 mA, no metalizador (SCD 500/Leica®, Alemanha) pertencente ao Laboratorio Central
de Microscopia Eletronica (LCME/UFSC). Foi usado o microscopio eletronico de
varredura (VEGA/TESCAN®, Reptiblica Tcheca), com sistema de microanalise quimica
por EDS acoplado, estando o equipamento situado no Laboratorio de Materiais

(LabMat/UFSC). A corrente do feixe de elétrons ¢ de 85-90 pA, com voltagem de
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aceleracdo de 20 kV e distancia de trabalho de aproximadamente 6~7 mm, sendo feito

aumentos de 500x, 1.000x e 10.000x

5.5.2. Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR).

A Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier fornece
evidéncias da presenca de grupos funcionais presentes na estrutura de substancias. Para
realizar as medidas, a radiag¢@o no infravermelho passa através da amostra e ¢ comparada
com aquela transmitida na auséncia de amostra. A andlise por espectroscopia na regido
de infravermelho foi realizada para identificar a composicdo quimica nos grupos
presentes de fosfatos de célcio, sendo feita em espectrofotometro Agilent Technologies
(Cary 660 FTIR/ Estados Unidos), varredura de 500 a 4000 cm-, leitura: transmitancia
em pastinha de KBr. Este equipamento estd localizado na Central de Andlises do

Departamento de Engenharia Quimica e Engenharia de Alimentos/UFSC.

5.5.3. Difracao de raio X (DRX).

Os pos derivados dos residuos da anchova foram caracterizados por difragdo de
raios X (DRX) em um difratdbmetro modelo MiniFlex600 (Rigaku®, Japdo), localizado no
Laboratorio  Interdisciplinar para o  Desenvolvimento de  Nanoestruturas
(LINDEN/UFSC). As fases evidenciadas nos difratogramas foram identificadas com o
auxilio do programa X’Pert High Score e a base de dados COD (Crystallography Open
Database).

5.5.4. Distribuicao granulométrica.

A distribuigdo granulométrica foi feita no Laboratorio Interdisciplinar para o
Desenvolvimento de Nanoestruturas (LINDEN/UFSC) por meio Stabino® e NANO-flex
(Microtrac, Alemanha) utilizando a técnica de dispersao dinamica da luz para determinar
o tamanho das particulas. Para realizacdo da andlise foi utilizado 0,01 g das amostras

diluidas em 100 ml de 4gua destilada.
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6. RESULTADOS

6.1 Extracdo da hidroxiapatita

A aparéncia dos diferentes grupos de residuos de anchova ap6s aquecimento a
100 °C em agua, limpeza e pré-tratamento podem ser vistos na Figura 4.
Figura 4 — Aparéncia dos diferentes grupos apos pré-tratamento. (A) Grupo 1- escamas
pré-tratadas com HCI (37%) e NaOH (1 M). (B) Grupo 2- escamas pré-tratadas com
NaOH (1 M). (C) Grupo 3- espinhas pré-tratadas com HCI (37%) e NaOH. (D) Grupo 4-
espinhas pré-tratadas com NaOH (1 M).

Fonte: Autor (2022).

Apos secagem em estufa, os grupos apresentaram caracteristicas macroestruturais
diferentes, como pode ser visto na Tabela 2 e Figura 5. Houve maior perda de massa nos
grupos tratados com o protocolo 1 (grupos 1 e 4) quando comparados aos grupos tratados
com o protocolo 2 (grupos 2 e 3). As escamas do grupo 1 estavam aglutinadas e com
tragos negros, ao passo que as escamas do grupo 2 eram brancas e ndo aglutinadas. Ja nos
grupos de espinhas, a principal diferenca estava relacionada a aparéncia oleosa do grupo

4, ndo percebida no grupo 3.
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Tabela 2 — Diferenca entre residuos de anchova secos e pré-tratados pelo protocolo 1 (HCI
e NaOH) e protocolo 2 (NaOH). (A) Grupo 1- escamas pré-tratadas com HCI (37%) e
NaOH (1 M). (B) Grupo 2- escamas pré-tratadas com NaOH (1 M). (C) Grupo 3- espinhas
pré-tratadas com HCI (37%) e NaOH. (D) Grupo 4- espinhas pré-tratadas com NaOH (1
M).

Grupo Protocolo de pré-tratamento Cor Aspecto
1 1 marrom claro rigida
2 2 branca friavel
3 2 marrom claro porosa
4 1 marrom escuro Rigido

Fonte: Autor (2022).

Figura 5 - Diferenca entre residuos de anchova secos e pré-tratados pelos diferentes
protocolos. (A) Grupo 1- escamas pré-tratadas com HCI (37%) e NaOH (1 M). (B) Grupo
2- escamas pré-tratadas com NaOH (1 M). (C) Grupo 3- espinhas pré-tratadas com HCI
(37%) e NaOH. (D) Grupo 4- espinhas pré-tratadas com NaOH (1 M).

Fonte: Autor (2022).

Ap6s o processo de pré-tratamento, foi realizada calcinagdo para remogdo dos

componentes organicos dos residuos e preserva¢ao da HAp e B-TCP. Inicialmente, um
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projeto piloto foi feito com o intuito de avaliar a temperatura de calcinagdo selecionada.
Uma amostra de espinhas e uma amostra de escamas de anchova pré-tratadas por meio
do protocolo 1, secas e moidas em moinho almofariz de agata, foram calcinadas por 2 h
a 400 °C. Ao final da calcinagdo, a amostra de espinha apresentou coloracdo preta e
particulas aglomeradas; ja a amostra contendo escamas apresentou coloragdo rosa sem
aglutinacdo das particulas (Figura 6).

Figura 6 - Amostra de espinha e escama de anchova pré-tratada com o protoloco 1 e
calcinadas a 400 °C por 2 h. (A) Espinhas pré-tratadas com por HCI (37%) e NaOH (1
M). (B) Escamas tratadas com NaCl (37%) e NaOH (1 M).

Fonte: Autor (2022).

Desse modo, as amostras dos demais grupos foram calcinadas a 800 °C por 5 h
com taxa de aquecimento de 10 °C/min. Apds a calcinacao dos 4 grupos, que foi feita
separadamente, os grupos 1 e 4 tiveram consideravel reducdo de volume e por nio
apresentaram quantidade de massa final suficiente para realizacdo das analises de
caracterizacdo, ndo foram submetidos aos testes indicados. J4 o grupo 3, apresentou
coloragdo branca homogénea, estando algumas espinhas com a arquitetura natural
preservada, situacdo semelhante foi percebida no grupo 2 (Figura 7). A Tabela 3 mostra
os rendimentos dos diferentes grupos tratados pelos dois protocolos de pré-tratamento

apos a calcinagdo. Apds a moagem, os grupos 2 e 3 apresentaram aparéncia semelhante

(Figura 8).

Figura 7 - Amostra de espinha e escama de anchova pré-tratada pelos diferentes
protocolos e calcinadas a 800 °C por 5 h. (A) Grupo 1- escamas pré-tratadas com HCl

(37%) e NaOH (1 M). (B) Grupo 2- escamas pré-tratadas com NaOH (1 M). (C) Grupo
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3- espinhas pré-tratadas com HCl (37%) e NaOH. (D) Grupo 4- espinhas pré-tratadas com
NaOH (1 M).

Fonte: Autor (2022).

Tabela 3 — Rendimentos dos diferentes grupos tratados pelos diferentes protocolos de pré-
tratamento apds o processo de calcinagdo. (A) Grupo 1- escamas pré-tratadas com HCI
(37%) e NaOH (1 M). (B) Grupo 2- escamas pré-tratadas com NaOH (1 M). (C) Grupo
3- espinhas pré-tratadas com HCI (37%) e NaOH. (D) Grupo 4- espinhas pré-tratadas com
NaOH (1 M).

Grupo  Protocolo de  Peso antes do pré- Peso apds o pré- Peso apods Rendimento apods
pré-tratamento  tratamento (g) tratamento (g)  calcinagdo (g)  calcinagdo (%)
1 1 20 1,15 0,10 0,5
2 2 20 1,63 0,86 43
3 2 25 6,82 1,94 7,76
4 1 25 3,98 0,54 2,16

Fonte: Autor (2022).

Figura 8 - Amostra de espinha e escama de anchova pré-tratada pelo protocolo 1,
calcinadas a 800 °C por 5 h e moidas em moinho almofariz de agata. (A) Grupo 2-
escamas pré-tratadas com HCl (37%) e NaOH (1 M). (B) Grupo 3- espinhas pré-tratadas
com HCI (37%) e NaOH (1 M).
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Fonte: Autor (2022).

6.2 Caracterizacao fisico-quimica

Os grupos 1 e 4, tratados pelo protocolo 1, ndo foram submetidos as etapas
seguintes, pois houve grande perda de material ap6s o tempo de calcinagdo, ndo
apresentando material suficiente para realiza¢do da moagem e caracterizagao.

A andlise granulométrica foi realizada em triplicada sendo feita a média do
tamanho das particulas indicadas nos diferentes resultados tanto para o grupo escama para
o grupo espinha. O tamanho médio das particulas do grupo escama foi de 14,81 um, ja
grupo espinha foi de 4,25 pm.

A espectroscopia de infravermelho (FTIR) foi feita para identificacdo dos
possiveis grupos funcionais presentes nas amostras de HAp natural derivada de espinha
e escama de anchova. O espectrofotdometro registra o resultado na forma de bandas de
absorcdo, que corresponde as frequéncias de ligacdes dos 4&tomos que compde o material
(OLIVEIRA et al., 2010). De acordo com as Figuras 9 e 10, para o grupo carbonato (PO4’)
as vibragdes que aparecem mais intensamente sdo caracteristicas de alongamento e
ocorreram nas bandas 1089, 1039 e 603 cm™! para o espectro referente para o grupo
escama e 1089 cm™ e 1051 cm™ € 601 cm™! para o grupo espinha.

Os picos 601 e 603 cm™!, presentes no grupo espinha e escama, respectivamente,
sdo caracteristicos de deformagio de O-P-O em PO4>. Tanto no grupo escama como no
grupo espinha houve substitui¢io de PO4>" por CO3* nas bandas 1453, 879 e 875 cm™,
caracterizando uma substitui¢do do tipo B. H4 também uma quantidade limitada de ions
OH-, vista na banda 3573, 469 e 3434 cm™'. Na Figura 11 podemos ver a semelhanca
entre os picos presentes no composto de HAp e B-TCP do grupo escama com o grupo
espinha. A Tabela 4 relaciona as caracteristicas vibracionais das bandas com

comprimento de onda e os grupos funcionais caracteristicos da HAp.
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Figura 9- Espectros de infravermelho da hidroxiapatita extraida da escama de anchova
pré-tratada com NaOH (I M) e calcinada a 800 °C. Destaque para o0s picos

correspondentes aos grupos funcionais da hidroxiapatita
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Figura 10 - Espectros de infravermelho da hidroxiapatita extraida da espinha de anchova
pré-tratada com NaOH (1 M) e calcinada a 800 °C. Destaque para os picos

correspondentes aos grupos funcionais da hidroxiapatita.
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Figura 11 - Comparagdo entre os picos encontrados na hidroxiapatita extraida de escama

com a hidroxiapatita extraida de espinha de anchova.
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Tabela 4 - Bandas de absor¢do na regido de infravermelho relativas aos grupos funcionais
detectados pelas diferentes vibragdes e seus respectivos comprimentos de onda (cm™).

(OH-): grupo hidroxila. (COs*): grupo carbonato. (PO4>): grupo fosfato.

Comprimento de onda (cm™) Tipo de vibracdo Grupo funcional
3573, 3463 € 3434 Estiramento OH-
1463 e 1471 Estiramento simétrico COs*
1089 Estiramento assimétrico PO*
1039, 1051 e 962 Estiramento simétrico PO4*
879 e 875 Flexdo COz*
636 Vibragao OH-
603 ¢ 601 Deformagio PO4*
570 Vibragdo simétrica COs*

Fonte: Autor (2022).

As imagens de MEV dos grupos escama e espinha mostram a morfologia da HAp
na forma de particulas de tamanho médio micrométrico, como pode ser observado na
Figura 12. Ambos os grupos mostraram particulas irregulares com porosidade
intergranular, ndo havendo coalescéncia entre as mesmas.

A andlise de espectroscopia dispersiva de energia (EDS) foi realizada escolhendo
aleatoriamente uma regiao na superficie das amostras de cada grupo. Como mostrado nas
Figuras 13 e 14, Ca, P e O foram detectados predominantemente tanto no grupo escama
como no grupo espinha. Contudo, os niveis de Mg e Na também foram expressivos.

Em relagdo a razao Ca/P, os valores encontrados foram 1,77 e 3,64 para os grupos
escama e espinha, respectivamente. Na Tabela 5 podem ser vistos os valores obtidos a

partir da analise de EDS de forma mais detalhada.
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O grau de cristalinidade das amostras foi realizado por meio do teste de difragao
de raio X, sendo detectados picos com maior intensidade entre 20 e 55 graus. A analise
indicou porcentagem de cristalinidade de 67,54% para o grupo espinha e 59,28% para o
grupo escama. Os difratogramas das fases encontradas nas amostras HAp derivada tanto
de espinhas como escamas apresentaram semelhanga com picos de intensidade da
referéncia padrao de HAp pura (JCPDS n° 98-008-2984). Contudo, a HAp derivada de
espinhas apresentou picos com intensidade mais acentuada, quando comparado aos picos
presentes no difratograma do grupo escama (Figura 15 e 16). Picos relacionados a
presenca de B-TCP (98-008-2984) foram identificados em ambos, indicando que o

material sintetizado ¢ um composto bifasico formado por HAp e TPC.

Figura 12 - Microscopia eletronica de varredura evidenciando as particulas de
hidroxiapatita dos grupos escamas e espinhas. (A) Grupo escama aumento de 500x. (B)
Grupo escama aumento de 1.000x. (C) Grupo escama aumento de 10.000x. (D) Grupo
espinha aumento 500x. (E) Grupo espinha aumento 1.000x. (F) Grupo espinha aumento

10.000x.
-
-

Fonte: Autor (2022).

Figura 13 — Resultado da espectroscopia dispersiva de energia indicando a composi¢do

quimica da hidroxiapatita extraida de escamas de anchova pré-tratada com NaOH (1 M)
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e calcinada a 800 °C. (Ca)- calcio. (P)- fésforo. (O)- oxigénio. (Mg)- magnésio. (Na)-

sodio. (C)- carbono. (Au)- ouro.
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Figura 14 — Resultado da espectroscopia dispersiva de energia indicando a composi¢ao
quimica da hidroxiapatita extraida da espinha de anchova pré-tratada com NaOH (1 M) e
calcinada 800 °C. (Ca)- célcio. (P)- fosforo. (O)- oxigénio. (Mg)- magnésio. (Na)- sodio.

(C)- carbono. (Au)- ouro.

8] I Spectum 1

Fonte: Autor (2022).
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Tabela 5 — Resultados da analise quimica semiquantitativa por espalhamento de energia
dispersiva de raios-X dos grupos escama e espinha. (Ca)- calcio. (P)- fésforo. (O)-

oxigénio. (Mg)- magnésio. (Na)- sodio. (C)- carbono. (Au)- ouro.

% Atdmico

Amostra Ca 0 P Na Mg Razao Ca/P
Escama 30,3 41,3 17,1 0.9 0,7 1,77
Espinha 31 43 15,3 5,8 5,2 2,02

Fonte: Autor (2022).

Figura 15 — Resultado da difracao de raio X do grupo escama onde pode ser visto picos

relacionados a presenga de hidroxiapatita e fosfato tricalcico na amostra. HAp:

hidroxiapatita. TCP: fosfato tricélcico.
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Figura 16 — Resultado da difrac¢do de raio X do grupo espinha onde pode ser visto picos
relacionados a presenga de hidroxiapatita e de fosfato tricdlcico na amostra. HAp:

hidroxiapatita. TCP: fosfato tricélcico.
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7. DISCUSSAO

Até o presente momento, este ¢ o primeiro estudo da literatura que utilizou
residuos (escamas e espinhas) de anchova para obtencao de material particulado ceramico
bifasico composto de HAp e B-TCP com aspectos morfoldgicos para utilizacdo no
processo de reparagdo dssea. Os resultados obtidos revelam que o protocolo de limpeza e
pré-tratamento utilizados se mostraram eficazes, assim como a temperatura de calcinagao
selecionada. Desta forma, os resultados sugerem a utilizacdo de residuos de anchova para
obtengcdo do material ceramico bifasico e validam as hipoteses apresentadas neste
trabalho.

O presente estudo avaliou dois protocolos de pré-tratamento distintos. No
protocolo 2, que foi feita imersao em NaOH (1 M) por 24 h seguido de lavagem com agua
destilada, tanto o grupo espinha como o grupo escama tiverem sua arquitetura preservada
antes e ap0s a calcinacdo. J& o protocolo 1, que foi feita imersao em HCI (37%) por 24 h
seguido de lavagem com NaOH (1 M) e 4gua destilada, apds o processo de pré-tratamento
e secagem, as amostras de espinha apresentaram presenca de 6leo e ambos os grupos
tiverem consideravel reducao de massa apos a calcinagdo. Associado aos métodos de
extracdo da HAp natural, a literatura reporta diferentes métodos de pré-tratamento dos
residuos da pesca (BAS ef al., 2020; CHUN et al., 2016; LOPEZ-ALVAREZ et al.,
2016). O pré-tratamento ¢ realizado a fim de remover colageno de espinhas e escamas,
assim como desproteinizar fragmentos de tecido muscular do peixe ou animal que por
ventura estejam aderidos aos residuos do animal.

Em relagdo ao tratamento térmico, um estudo piloto foi realizado previamente
com um processo de calcinacao a 400 °C por 2 h. Entretanto, o material obtido apresentou
coloracdo preta por ndo ter sido realizada remocao completa dos componentes organicos
da amostra durante o tratamento térmico, ficando impregnados na forma residuos de
carbono. A taxa de aquecimento da amostra também foi otimizada, pois temperaturas
elevadas de maneira muito rdpida podem causar impregnacdo de gas carbonico as
moléculas, ndo sendo possivel sua remogdo. Apods o estudo piloto, a calcinagido foi
determinada com uma taxa de aquecimento de 10 °C/min até a temperatura de 800 °C por
5 h. Bas et al. (2020), ao comparar diferentes temperaturas de calcinagdo para extracao
de HAp natural de espinha de salmao, indicaram que a temperatura de 800 °C ocorreu
remog¢ao de todo contetido organico e que temperaturas superiores a 1000 °C levou a
diminui¢do da relagdo Ca/P (1,52) e das propriedades mecanicas da HAp produzida. A

extracdo da HAp de residuos da pesca por meio da calcinagdo, método que utiliza altas
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temperaturas para remocao completa da matéria organica e eliminacao de patogenos foi
empregada em varios estudos (BAS et al., 2020; CHUN et al., 2016; LOPEZ-ALVAREZ
et al., 2020; POPESCU-PELIN et al., 2020). Este ¢ um processo endotérmico realizado
afim de remover compostos volateis em uma amostra, como proteinas e gordura, além de
alterar sua estrutura cristalina, ao passo que promove decomposi¢ao térmica € remogao
de impurezas indesejadas, transformando estes componentes em gés carbonico (CO2)
(LONDONO-RESTREPO et al., 2019; RAMIREZ-GUTIERREZ et al., 2017).

Segundo Bas et al. (2020), alteragdes significativas na morfologia das particulas
de HAp extraidas de residuos de peixe por meio da calcinagao podem ser observadas com
0 aumento da temperatura. Segundo o autor, em temperaturas muito altas, ha tendéncia
de crescimento no tamanho das particulas de HAp por coalescéncia, levando também a
diminuicdo de sua porosidade. Altas temperaturas de sintetizacdo, como 1200 e 1300 °C,
aumentam a densificagdo e o calor excessivo podendo causar um crescimento anormal
das particulas (CHEN et al., 2019; MONDAL et al., 2016; PICCIRILLO et al., 2015).
Para evitar aumento excessivo do particulado pela a¢do da temperatura, optou-se por
realizar a moagem apds o processo de calcinagdo, garantindo que ndo haveria
coalescéncia durante o processo de queima do material no presente trabalho. Sendo assim,
o tamanho de médio de particulas foi obtido em 14,81 um para o grupo escama ¢ 4,25
um para o grupo espinha, como indicado por Mohd Pu’ Ad et al. (2019). O tamanho das
particulas de hidroxiapatita pode estimular ou inibir a proliferagdo celular e por
conseguinte o processo de formagao ossea. Particulas menores que 20 nm podem inibir a
proliferacdo celular, situacao incompativel com o processo de reparagao dssea. Contudo,
particulas com tamanho entre 20 a 80 nm estimulam a proliferacdo de osteoblastos, isso
pode ser atribuido a adesdo interfacial aprimorada de nanoparticulas de HAp as células,
bem como as habilidades de penetragdo aprimoradas de HAp menores ao interior das
c€lulas osseas (SHI ef al., 2009; AYALA-BARAJAS et al., 2020).

Na andlise de FTIR do presente estudo ndo foram identificadas bandas de energia
condizentes com a presenca de matéria organica. Isso se deve a degradagdo dos
componentes organicos das espinhas e escamas da anchova pelo processo de calcinagdo
a 800°C, se mostrando essa uma temperatura vidvel para extracdo da hidroxiapatita
(ATHINARAYANAN et al., 2020; LOPEZ-ALVAREZ et al., 2017, PANDA et al.,
2017; CHUNG et al., 2016). Nos picos 1463, 879 e 875 cm™ houve substitui¢io de PO4>"
por COs*, sendo essa substitui¢io denominada como tipo B. Substitui¢des do tipo B por

CO;* foram vistas tanto no grupo escama como no grupo espinha. Slosarczyk et al.
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(2005) salientaram que as hidroxiapatitas bioldgicas sdo principalmente do tipo B e que
a presenca de COs> na sua estrutura influencia a decomposicdo, sinterabilidade,
solubilidade e reatividade bioldgica do biomaterial quando implantado no organismo
vivo, sendo essas caracteristicas favordveis. Ja os picos 3573, 3463 e 3434 cm’!
relacionados ao estiramento OH podem estar relacionados a presenga de umidade na
amostra (PON-ON et al, 2016; AYALA-BARAIJAS et al., 2020; LIU et al., 2020;
WLEDASA et al., 2020; LOPEZ-ALVAREZ et al., 2020). De acordo com Bas et al.
(2020), espinhas de salmao cruas apresentam vibragdes simétricas e assimétricas de CHo,
CHj3 nos grupos fosfolipidicos em 2907 e 2838 cm’™'; amida I em 1613 cm™ e amida Il em
1517 cm™! caracteristicos de proteinas, colidgeno e dleo. Segundo o autor, a auséncia
desses picos apods o processo de calcinacdo esta relacionada com a degradagdo da matéria
organica pela queima em altas temperaturas.

A espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) ¢ uma
técnica analitica amplamente utilizada e rotineiramente aplicada para identificacdo
qualitativa de grupos funcionais em biomateriais. Esses grupos funcionais estdo
relacionados com a identidade e reatividade das moléculas (REHMAN et al., 1997,
OLIVEIRA et al, 2010). No presente estudo foram identificados grupos funcionais do
tipo fosfato (PO4>) e hidroxila (OH-), caracteristicos da hidroxiapatita, e grupo CO3%,
que pode ter sido adsorvido na superficie do material durante o manuseio e
armazenamento, ou proveniente da incorporagdo de carbonatos na estrutura da HAp
durante o processo de calcinacao.

A andlise por EDS, que permite verificar os elementos presentes na amostra de
forma semiquantitativa, possibilita a identificagdo e mapeamento dos elementos quimicos
presentes no material. Os resultados obtidos na analise dos grupos espinha e escama
evidenciaram a presenga de oligoelementos — Mg e Na — capazes de intensificar as
propriedades bioativas da HAp produzida. Os oligoelementos desempenham um
importante papel no ajuste adequado das propriedades biologicas da hidroxiapatita, como
melhor solubilidade, maior interagdo com as células dsseas e maior biocompatibilidade,
situacdo que favorece e acelera o processo de formagao 6ssea (AKRAM et al.,, 2014). O
Mg presente na HAp esta envolvido nas mudangas qualitativas da matriz Ossea,
controlando sua fragilidade (KANNAN et al., 2008; CHUNG et al., 2016; POPESCU-
PELIN et al,, 2020). Kin et al. (2003) observaram que a incorporagdo simultanea de Si e
Mg foi proposta para a sintese de HAp com caracteristicas proximas as da apatita

encontradas no osso. O Na ¢ encontrado nos componentes minerais dos 0ssos, €
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desempenha um papel importante no processo de reabsorcdo e adesdo celular
(POPESCU-PELIN et al., 2020; LOPEZ-ALVAREZ et al., 2017; YAMAMURA et al.,
2018).

Ja em relagdo a razdo Ca/P, identificada também pelo método EDS, o grupo
escama obteve 1,77 e o grupo espinha 3,64. A razdo Ca/P do grupo escama foi o que mais
se aproximou da proporcao ideal que ¢ de 1,67, sendo essa a mais eficaz na formagao de
novo tecido 6sseo (AKRAM et al., 2014; WIJEDASA et al., 2020; VENKATESAN et
al., 2011; MONDAL et al., 2016). Hidroxiapatita com razao Ca/P superiores a 1,67
tendem a terem suas taxas de reabsor¢do diminuidas quando implantadas no tecido vivo,
conferindo maior dificuldade no processo de reabsor¢ao pelo organismo (TOMAS et al.,
2018). Com isso, a razao Ca/P ¢ inversamente proporcional ao processo de reabsor¢ao no
organismo, contudo, quando maior a razdo Ca/P melhores sdo as propriedades mecanicas
da HAp (JAMIL et al., 2020).

Na producdo de HAp sintética € incorporado ao biomaterial fosfato B-tricalcico
(B-TCP), visando melhoria nas suas propriedades de biologicas e de reabsor¢do. Ja na
HAp produzida por residuos da pesca, dependendo da rota de sintese e do substrato
utilizado, pode apresentar em sua estrutura tracos de B-TCP, ndo necessitando, nestes
casos, da adicdo desse material a HAp sintetizada (SPENCE et al., 2009; BAS et al.,
2020; LOPEZ-ALVAREZ et al., 2020; PON-ON et al., 2016; POPESCU-PELIN et al.
2020; MONDAL et al., 2016). No estudo em questdo, foram encontrados picos de
intensidade semelhantes aos presentes em amostras de TCP tanto no grupo espinha como
no grupo escama, porém ¢ necessario maior investigacao para identificar a porcentagem
desse composto e se essa porcentagem favoreceria o processo de reabsor¢do dssea
melhorando suas propriedades osteogénicas.

Diferentes métodos para extragdo de HAp natural derivadas de escamas e espinhas
de peixe para utilizagdo na reparagdo 0ssea sao indicadas na literatura, seja pela utilizagao
de altas temperaturas, imersao em acidos, enzimas ou mesmo associagdo entre técnicas
(PON-ON et al, 2016; BAS et al, 2020; LOPEZ-ALVAREZ et al, 2020;
ATHINARAYANAN et al., 2020; LIU et al., 2020). Contudo, independentemente do
método utilizado, o que se espera ¢ a obtencdo de uma HAp com caracteristicas
semelhantes a HAp presente no corpo humano, que apresente excelente
biocompatibilidade e elementos que favorecem sua bioatividade quando implantada no
organismo, ndo desenvolvendo, assim, resposta citotoxica e favorecendo o processo de

formagao 6ssea (YAMAMURA et al., 2018). Os resultados obtidos no presente estudo
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apresentam limitagdes voltadas principalmente a realizacdo de analises adicionais para
comprovagdo das caracteristicas fisico-quimica do material sintetizado, como
porcentagem de oligoelementos e B-TCP e se a quantidade presente favorece o processo
de reparo 6sseo. Contudo, outras rotas de extragdo e a utilizagao de diferentes especiais
de peixe devem ser usadas para comparagdo de suas propriedades com os resultados
identificados no presente estudo. Ademais, testes de viabilidade celular e citotoxicidade
precisam ser realizados com o intuito de comprovar a biocompatibilidade do material
produzido, assim como experimentos em animais para analise do grau de formacgao 6sseo

quando inseridos em sitios cirurgicos in vivo.
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8. CONCLUSOES

O uso das escamas de anchova se mostrou uma fonte para extracdo de
hidroxiapatita e fosfato tricalcico. O protocolo de pré-tratamento feito por imersdao em
NaOH seguida de lavagem com agua destilada apresentou uma maior preservacao da
parte inorganica tanto das escamas como das espinhas, garantindo maior rendimento apos
o processo de calcinagdo. O método de calcinagdao adotado no presente estudo, feito por
meio de tratamento térmico do material a 800 °C por 5 h com taxa de aquecimento de 10
°C/min. O processo resultou na remoc¢ao dos componentes organicos das espinhas e
escamas, levando a formagdo de um material de cor branca homogénea, indicando que
nao houve excessiva impregnagao de residuos de carbono em sua estrutura. Os resultados
da andlise FTIR indicaram bandas de absorgdo de energia relativas ao OH- e PO4>, grupos
funcionais que sdo caracteristicos da HAp, assim como presenca de COs>" (tipo B). Isso
pode ser visto também na analise DRX, que indicou picos de HAp ¢ TCP nos grupos
escama e espinha, assim como certo grau de cristalinidade em ambos os grupos. Particulas
micrométricas irregulares com porosidade intergranular e sem presenca de coalescéncia
foram obtidas. A razdo Ca/P nas particulas apresentou um maior contetido de célcio
devido a presengca de um composto bifasico. As particulas podem ser usadas para
fabricagdo de blocos ou materiais porosos para reparo oOsseo. Além disso, foram

detectados oligoelementos como Na e Mg que favorecem o processo de formacao Ossea.
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9. SUGESTOES PARA TRABALHO FUTUROS

A partir dos resultados obtidos no presente trabalho, as seguintes atividades sio

indicadas para trabalhos futuros:

e Utilizar residuos de peixe de outra e espécie para comparar com os resultados
obtidos no referente estudo;

e Avaliar outros métodos de pré-tratamento quimica;

e Avaliar outros parametros de tratamento térmico para extragdo de compostos
bifasicos;

e Produzir arcabougos (scaffolds) por meio de impressdo 3D;

e Realizacao de testes mecanicos em materiais porosos e blocos densos;

e Realizacdo de testes de citocompatibilidade e bioatividade in vitro e testes de

biocompatibilidade in vivo.
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