INSTITUTO MILITAR DE ENGENHARIA

TATIANA JORGE FERNANDES

SINTESE DE HIDROXIAPATITA NANOMETRICA COM PVP:
SINTERIZACAO E ADSORCAO DE ALBUMINA BOVINA

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao Curso de
Mestrado em Engenharia dos Materiais do Institutidav

de Engenharia, como requisito parcial para a obtenQ
titulo de Mestre em Ciéncias dos Materiais.

Orientador: Prof. Marcelo Henrique Prado da SiNR.€
Orientadora: Préf Elena Mavropoulos Oliveira Tude —
D.C

Rio de Janeiro
2011



c2011

INSTITUTO MILITAR DE ENGENHARIA
Praca General Tibarcio, 80- Praia Vermelha
Rio de Janeiro — RJ CEP 22290-270

Este exemplar € de propriedade do Instituto MilitarEngenharia, que podera inclui-lo em
base de dados, armazenar em computador, microfibnaradotar qualquer forma de
arquivamento.

E permitida a meng&o, reproducio parcialmegral e a transmissdo entre bibliotecas
deste trabalho, sem modificacdo de seu texto, ealgger meio que esteja ou venha a ser
fixado, para pesquisa académica, comentarios gdeita desde que sem finalidade comercial
e gque seja a referéncia bibliografica completa.

Os conceitos expressos neste trabalho séesfdensabilidade do autor e dos orientadores.

547.2 Fernandes, Tatiana Jorge
F363s Sintese de hidroxiapat@aométrica com PVP: Sinterizacéo
e adsorcao de albuminareo/Tatiana Jorge Fernandes - Rio de

Janeiro: Instituto Militar de Engenharia, 2011.

110 p.:il.

Dissertacdo (mestrado) — Institdititar de Engenharia Rio
de Janeiro, 2011.

1. Hidroxiapatita. 2. Polivinilpirrolidona. 3. Alimina bovina
[.Titulo Il.Instituto Militar de Engenharia.

CDD 547.2




INSTITUTO MILITAR DE ENGENHARIA

TATIANA JORGE FERNANDES

SINTESE DE HIDROXIAPATITA NANOMETRICA COM PVP: SINT ERIZACAO
E ADSORCAO DE ALBUMINA BOVINA

Dissertacado de Mestrado apresentada ao @erbtestrado em Engenharia de Materiais
do Instituto Militar de Engenharia, como requisfiarcial para a obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncias dos Materiais.

Orientador: Prof. Marcelo Henrique Prado deaS- D.C

Orientadora: PrafElena Mavropoulos Oliveira Tude — D.C

Aprovada em 30 de maio de 2011 pela seguinte Baxaminadora:

.-"’F:I- ...._
f" —— L
- roaf "u.f"|_r|.‘_:vq_.||:‘- 'h,nrlquq Prado du-Sikva — DuO do IVE

4

Uﬁu-ﬁm VC/L He e & "-:r 2 LJ'—\\n_r—-e(/[

Prof. Clena Hawgrmuu::m{} iveira Tude - P.C do CBPF

l-'. | T |'ﬁ
" il s |~“
S |

o 1".»\.,"—;"" ~—_:"I_ 5, .r"f

Prof. Lais }]urrtquﬁﬁmr Fare — 1*11” dir IME:

ﬁmﬂﬂf‘udﬂ; # /—/’:;Lr J/ﬁ%"_

Luciame de Andrade Gobbo - DLC da Panalylicad

Rio de Janeiro
2011



Ao meu filho Vitor, meu grande companheiro, por ter
entrado na minha vida, me transformado em mae e me
ensinado a sentir o amor incondicional.

Aos meus filhos Felipe e Isabella, que nascerarandero
mestrado e foram mais dois presentes maravilhoaos n
minha vida, me ensinando que € possivel doar anais

Ao meu marido Sérgio, meu grande amor, que enteou n
minha vida para dar alegria e para formar estali@ami
linda que temos. A vida com vocé, mesmo nos morsento
dificeis, € maravilhosa de ser vivida.

Ao meu pai e grande amigo Marco Antorilomemaoriam
por todo amor que dele recebi e pelo exemplo dgafor
honra, competéncia e fé que sdo e sempre serdo 0sS
principios da minha vida.
“Hoje, em meio aos abracos, falta o seu calor.
Em meio aos olhares cheios d'agua, faltam as suas
lagrimas.
No momento em que chamarem meu nome, faltara seu
grito.
Porém, quando subir no palco para receber meu diglo
eu o sentirei ao meu lado, sorrindo e feliz.
Sentirei sua mao carinhosa afagar meus cabelosséene
instante o abracarei em siléncio, sorrirei para &oe
deixarei fluir esta emocédo em misto de imensa &egr
saudade.
E esta falta o traz de volta, pois sua presenca gw meu
coragao.
E viver no coracao dos que ficam néo é partir.”

Autor desconhecido



AGRADECIMENTOS

A minha mae Heloisa Helena, que junto com rpai sempre acreditou na minha
vocacdo académica, e a minha sogra Neosina, pdaraju a cuidar dos meus filhos para
gue eu possa trabalhar e estudar e pelo amor dechceales.

Ao meu irmao, primo, tios, tias e avos, @aeirem parte da historia da minha vida.

A Neide, pela coragem, carinho e disposigia puidar dos meus filhos.

Ao professor Marcelo Prado, meu orientad@la patencdo e exemplo constante de
profissionalismo e ética.

A professora Elena Mavropoulos, minha oridota, pelos conhecimentos transmitidos,
pela disponibilidade e suporte técnico sempre gueegcessario.

Ao professor Luis Henrique Leme Louro, petsesidade, experiéncia profissional e
pelas aulas de reposicéo que gentilmente me deusddp nascimento do meu filho.

Aos amigos adquiridos no IME, pela troca #pegiéncias e ajuda nas analises e nos
estudos: Ana Paula, Cilene, Luciana, Ricardo, Rsib&driana e Felipe.

Ao professor Alexandre Malta Rossi, por ternpitido que parte do meu trabalho
experimental fosse realizada no laboratério de N&aseBioceramicos do CBPF.

Aos amigos adquiridos no CBPF, pela ajudaanadises: Leonny, Alejandro, Andréa e,
em especial ao Fabio, pelo comprometimento e giofialismo.

Ao engenheiro Carlos Roberto (IME), peloshmmmentos laboratoriais transmitidos
com paciéncia e dedicacéo.

A quimica Silvia Albuquerque (CBPF), pelosiltecimentos transmitidos que foram
essenciais para a realizacao deste trabalho @aefo pela Quimica que me comoveu.

Ao técnico Joel Santos (IME), pelo auxilics ramalises de microscopia eletronica de
varredura.

Ao professor Brant e a Valéria (CBPF), pedtalboracdo nas andlises de refinamento
pelo método de Rietveld e de difracédo de raios X.

Ao professor Luciano de Andrade Gobbo (Pditaly, pela colaboracdo valiosa nos
conceitos e na técnica de refinamento pelo métedRietveld.

Ao professor André Pinto e a pés-doutoranddiala Marcondes (CBPF), pela
colaboracédo na anélise de microscopia eletronicdtdeesolucéo.

Ao pesquisador Michel (CEPEL) e ao técnicaritiro (UEZO) pela disponibilidade



para me ajudar nas analises de microscopia eletrdi@ transmissao.

As professoras Ana Elena Bressiani e Ivanae@ino (IPEN) pela colaboragdo na
analise por adsorcdo gasosa.

A Heloisa, pela disponibilidade e pelos pnéss recebidos na secretaria.

A Eduardo Cruz e Simone Amaral, scios-peigrios da empresa Silvestre Labs, por
terem permitido que eu fizesse o mestrado duraptgiodo em que trabalhei com eles.

Ao Hélio Anastacio, proprietario da Equifarmpelo exemplo constante de
profissionalismo e lideranca, pelo incentivo e pgertunidade que me proporcionou de

trabalhar com novos desafios e crescer profissiosrate.



SUMARIO

LISTA DE ILUSTRAGOES ...ttt sae s ne e 09
LISTA DE TABELAS ...ttt e e et e e e e s s e e e e e st eaeeeeanns 13
LISTA DE ABREVIATURAS ...ttt et e e e e e e e e e enans 14
1 INTRODUGAO ...ttt ettt ettt ee ettt easste e reesaesaestesreaneeee e 17
O R =10 4 o (T = 1 F PP TTPPTURPUPPPPPP 17
1.2 (@] 0] =3 11V o TR UUPPPPPPPPRPPRRRT 22
1.3 Posicionamento do trabalhno.......cccccccoi 22
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ..ottt easasse e 24
2.1 Histofisiologia dO t€CIAO OSSEO. ..cuueueiiiiiiieiiiiiiciiiiiieee e e e 24
2.2 Engenharia TeCIdUal OSSEa........cceceeeeeeviireeeeieieeieeeteeeeeeeeestesneeaesaeseeereareaneas 28
2.3 FOSTAtOS 0@ CAICIO .......uvvteet ettt e e e e e e e e 31
P2 Tt I o [T [ (0 )= T 0 = L1 - U 33
2.3.1.1 Rotas de sintese da hidroXiapatita.............ooeeeeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiecceee e 37
2.4 AlBUMINA DOVING SEFICA ... e e e 49
2.5 Técnicas de caracterizacao da hidroKiapa...............cccceeeeiiiiieei e, 52
3 MATERIAIS E METODOS........ooiiiiiie ettt s 58
3.1 Sintese de HidroXiapatita. . ......ceueeeeeeeeerrireeeeeeeeeieiiiiiiiiiiiriiiineeeeeaeeseessssnnnnnees 58
3.2 STe] (or=To o STV 1 o181 41 = o To Y/ T - VPP 60
3.3 Dessorcao de AlbUumina DOVING.........ooiieeeeeeeiiiiie e 63
4 CARACTERIZAQAO DO MATERIAL OBTIDO ... 64
4.1 Andlise de Difrac8o de raios X (DRX)......commeeeiieiieieeaeeeeiiiisisiiieveieieeeeeeens 64
4.2  Analise de Refinamento pelo Método de Rietveld............ccccocceiiiiiiiiiieeennne, 4.6
4.3  Analise de Espectroscopia de infravermelho morsformada de Fourier (FTIR)...64
4.4  Andlise de Adsorcdo gasosa pela teoria de Berfammett-Teller (BET)............ 65
4.5  Andlise de Microscopia eletronica de varredMBEY).........ceeeveeeeiiieeeeeeeeeeeeeennnnnnns 65
4.6  Analise de Microscopia eletronica de varredwalth resolucdo (MEV-FEG)......66
4.7  Analise de Microscopia eletronica de transmigB&OT)............coevvvvviiiiieeieeeennnnnn. 66



7

4.8
4.9

5.1
5.2
5.3
5.4
5.5
5.6
5.7
5.8
5.9

Analise de Sorcao de Albumina bovina......ccccccuvieiiiiiiiiiiiie e 66

Analise de Dessorcao de Albumina DoViNa. cccceeec oo 67
RESULTADOS E DISCUSSAQ........coiiitiieeeeeeeteeeeeteeeeesesesesae e e 68
Difragao de raioS X (DRX)...uuuuuiiiiiiie ettt ee e e e e 68
Refinamento pelo método de Rietveld...........uuevvveviiiiiiiiiiiiiiicccieee 71
Espectroscopia de infravermelho por transfornaedourier (FTIR.................... 73
Adsorcéo gasosa pela teoria de Brunauer-EmmegTEET)..........ccccceeeieeeeennn. 83
Microscopia eletronica de varredura (MEV)......ccoooiiiiiiiiiiiiiiiieieenn 84.
Microscopia eletronica de varredura de altalves® (MEV-FEG)...............ouvvees 86
Microscopia eletronica de transmiSSA0 (MET)eeeaa.ioieeeeieiiiiieeeecee e 88
Espectroscopia de ultravioleta-visivel (UV-VISJorcéao e Dessorcao de BSA.....90

Espectroscopia de infravermelho por transformael&ourier (FTIR) apds a sor¢ado

A BSA . oo e e e 92
CONCLUSOES . ..ottt e e et e e e e e e e e e e et e e e eree e e e riaean 101
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o et 103



LISTA DE ILUSTRACOES

FIG. 2.1 Diagrama das células 0sseas (JUNQWUEL al, 1995).......cccccevevvvieeiennnnnnnn. 26

FIG. 2.2  Organizacao estrutural do 0sso (FREHE), 1998).........ccevvvviriiiiiiiniiieeeeeeenn. 27..

FIG. 2.3 Processo da Engenharia Tecididtibnal Science Foundation Workshop,

FIG. 2.4  Associacdo de células mononucleares atédgbeo de ratos e biomaterial

xenogeno em meio 0steoindutor (SILVA, 2008) . cummcaecieeeeeiiiiieeeeiiiiiiiiineea e e e e e e eneaaens 29

FIG. 25 NOmero de artigos recuperados no PUBME®D periodo de tempo
(A VI | [ T2 0 1 ) 30

FIG. 2.6  Estrutura do cristal de HA (adaptdd IVANOVA et al.2001).................... 34

FIG. 2.7 Esquema da cela unitaria do cristaH#ana escala nanométrica (SOUZA,

FIG. 2.8 Aglomerado bidimensional simulado em ambiente de computacao grafica e

modelagem de soélidos (VASCONCELOS € PINTO, 1997 ) .ccieeieeeeieieeeeeiiieee e 44

FIG. 2.9 Formula estrutural do PVP (AMOR&Yal.,2006)...........ccccvvvvrrrvvvirnniiiinennnn. 46

FIG. 2.10 Espectro na regido do infravermela@am PVP (AMORIMet al, 2006)....... 46

FIG. 2.11 Estrutura da BSA (cedida por MAVROH@E, 2011)....cccuvvviiiiiieeeeaaaannnnne, 52

FIG. 3.1 Amostras de HA durante 0 processliofiBZacao..............cevvveeeeeeiiiiiiiiiaes 59



FIG. 3.2 Tubos contendo solucbes de HA imersa88A e controles contendo MilliQ
{0] o J= T[] £= Tor= [0 JA PP P PP TPTTPPIN 62

FIG. 5.1 Comparacao dos difratogramas das amostrdss de HA das sinteses preparadas

(oI =11 (0o [o TP 68

FIG. 5.2 Comparacao dos difratogramas das aasoS{T T de HA das sinteses preparadas

[TO I =151 18 o [0 TP PRPPPRPPPON 69
FIG. 5.3 Difratograma da amostra HA PVP CT T .eueiiiiiiiieeeeiiieeeeeeeeiiieas 70
FIG. 5.4 Gréfico de Rietveld da amostra HA 88TC...........ccooiiiiiiiieieniiiiiiee e 72
FIG. 5.5 Gréfico de Rietveld da amostra HA 4OTC...........coooiiiiiiiieeeiiiiiieeee e 72
FIG. 5.6 Grafico de Rietveld da amostra HA ZATC............coooiiimiiieeeiniiieeeee e 73
FIG. 5.7 Gréfico de Rietveld da amostra HA PAAPCTT........uvvvieiiiiiiiiiieee e 73
FIG. 5.8 Espectro das amostras verdes de HAJ@Por FTIR........ccccoevveeeieiviiiiennee. 14
FIG. 5.9 Espectro da amostra HA 88, obtidoFpIR...............coooviiiiiiiiiiiiieeiiiieeeees 74
FIG. 5.10 Espectro da amostra HA 40, obtido pIaRE...........cccceeiiiiiiiieieieeeeeeeee e 75
FIG. 5.11 Espectro da amostra HA 24, obtido paRE............coiiiiiiiiiieeeeee e 75
FIG. 5.12 Espectro da amostra HA PVP 24, obtmoRT IR............ccoovvviiiiiceee 16
FIG. 5.13 Espectro das amostras CTT de HA, olg@dFTIR........coovviiiiiiiiiiiieeeeeee, 79.
FIG. 5.14 Espectro da amostra HA 88 CTT, ObtidoRTIR............ccvviiiiiiiieieieiiieeens 79

10



FIG. 5.15 Espectro da amostra HA 40 CTT, obtidoRTIR...........cuvvviiiiiiiiiieiiiiieeeees 80

FIG. 5.16 Espectro da amostra HA 24 CTT, obtidoRTIR............ciiiiiiiieeeeeieieieees 80

FIG. 5.17 Espectro da amostra HA PVP 24 CTT dabpior FTIR........oovviiiiiiiiiiiiieeeeeee, 81

FIG. 5.18 Micrografias (MEV) das amostras: HA(83, HA 40 (B), HA 24 (C) e HA PVP
P () (00 PP 84

FIG. 5.19 Micrografias (MEV) das amostras: HA 88TC(A), HA 40 CTT (B), HA 24
CTT (C) @ HAPVP 24 CTT (D) (L100X)...cieeeeeeeeeeeuiiiiieeeee e e eeeeeeeeeeeeeeeanesne s 85

FIG. 5.20 Micrografias (MEV) das amostras: HA(83, HA 40 (B), HA 24 (C) e HA PVP
P (D) T 2000 ) T PSPPI 85

FIG. 5.21 Micrografias (MEV) das amostras: HA 88TC(A), HA 40 CTT (B), HA 24
CTT (C) @ HA PVP 24 CTT (D) (2000X)........ceoreeeeeereeseereesseeeeseeseesessessenesseesssseneen. 86

FIG. 5.22 Micrografias (MEV-FEG) das amostras: B& (A), HA 40 (B), HA 24 (C) e
HA PVP 24 (D) (130.000 X)..eeeeeeiiueeeieeeeaammesaieeeeeesaassiiseeeeessssssseeeeeesssssnnnsesssssseeesseaans 87

FIG. 5.23 Micrografias (MEV-FEG) das amostras: BACTT (A), HA 40 CTT (B), HA
24 CTT (C) e HAPVP 24 CTT (D) (10.000X). ... cememreeeeeeeeeeeeeeeeaaaaanaaannnninnnnnsereeeeeeess 87

FIG. 5.24 Micrografias (MEV-FEG) das amostradHfePVP 24 (50.000x) (A), HA PVP
24 (170.000X) (B)rrteeeeeeeieeeeeeeei e s e e s cmmmmmse ettt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e n e ————— et aaaaaaaaaaaaaeaaaans 88

FIG. 5.25 Micrografias (MET) das amostras: HA 88 TCTA) e HA 40 CTT (B)
2 0100 ) PRSP 88

FIG. 5.26 Micrografias (MET) das amostras: HA 88 TCTA) e HA 40 CTT (B)
(70 5801010 R 89

11



FIG.

FIG.

FIG.

FIG.

FIG.

FIG.

FIG.

FIG.

FIG.

FIG.

FIG.

5.27

5.28

5.29

5.30

5.31

5.32

5.33

5.34

5.35

5.36

5.37

Micrografia (MET) da amostra HA 24 CTHIB.000X)..........cceeeieuevmrrrnrrrennneen. 89

Imagem gerada pelo progrdmaged............cccceeeeeiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeveeeeneeeenns 89

Curva Padrao de BSA........coo e 90

Espectro da amostra HA 88 sorvida B@A, obtido por FTIR....................... 93
Espectro da amostra HA 40 sorvida c@ABobtido por FTIR....................... 93
Espectro da amostra HA 24 sorvida B@A, obtido por FTIR....................... 94
Espectro da amostra HA PVP 24 sorgata BSA, obtido por FTIR............... 94
Espectro da amostra HA 88 CTT soreimia BSA, obtido por FTIR.............. 97
Espectro da amostra HA 40 CTT soremia BSA, obtido por FTIR.............. 97
Espectro da amostra HA 24 CTT soreimia BSA, obtido por FTIR.............. 98

Espectro da amostra HA PVP 24 CTTidareom BSA, obtido por FTIR......98

12



LISTA DE TABELAS

TAB. 2.1 Propriedades Mecéanicas do Osso Co(BaMCHAI, 1992).........ccccccevvvneeee 24

TAB. 2.2 Principais fosfatos de calcio (modifilo de BOHNER, 2000).............cccvveeeee. 31
TAB. 2.3 Rotas de sintese, condi¢cdes e cafatitars morfoldgicas da HA.................... 42
TAB. 3.1 Reagentes para obtencao da hidroxtagegtequiomeétrica.................ooeeeenenee 58
TAB. 3.2 Nomenclatura e condi¢ces das sinteskizadas No estudo..........ccceeeeeeeeeeennn. 60

TAB. 3.3 Descrigdo dos tubos contendo amosteadA verde e com tratamento térmico
(CTT) imersas em solucdo de BSA e agua Milfi=Q......coviveveeieiceeeeeeee e 61

TAB. 5.1. Grupos funcionais identificados nas amasstverdes, por espectroscopia de
i \VZ=T £ 1 T=1 | o TSP PPSTR 76

TAB. 5.2. Grupos funcionais identificados nas amasstCTT, por espectroscopia de

INFrAVEIMEINO. ... ettt e e e e e e e e e e aeees 81
TAB. 5.3 Area de superficie especifica das arassom tratamento térmico................. 83
TAB. 5.4 Resultados da SOrGao da BSA....... o eeeeeeeeeeiiiiiiiiiianieeeeeeesseeaneaeesaaaeeeens 90

TAB. 5.5 Grupos funcionais identificados nas amasstverdes sorvidas com BSA, por

espectroscopia de iNfraverMelNO............cccceeeec e 95

TAB. 5.6 Grupos funcionais identificados nas amasstCTT sorvidas com BSA, por
espectroscopia de infravermelno..... ... e 99

13



LISTA DE ABREVIATURAS

BSA - Albumina bovina sérica

BET -  Brunauer-Emmett-Teller

Ca - Célcio

CBPF - Centro Brasileiro de Pesquisas Fsica

CEPEL - Centro de Pesquisas de Energia Edétric

CTT - Com tratamento térmico

DRX - Difracao de raios X

FTIR - Espectroscopia de infravermelho tpansformada de Fourier
TCP - Fosfato tricalcio

a-TCP - Fosfato tricalcio alfa

B-TCP - Fosfato tricélcio beta

B-TCPW - Fosfato tricalcio beWhitlokite

P - Fosforo

HA - Hidroxiapatita

KOH - Hidroxido de potassio

\Y, - Infravermelho

IME - Instituto Militar de Engenharia

IPEN - Instituto de Pesquisas Energétichisicleares
C& -  lon calcio

CO?; -  ion carbonato

PO, - Ion fosfato

OH - lon hidroxila

JCPDS - Joint Committee of Powder Diffraction Standards
MEV -  Microscopia eletrbnica de varredura

MEV-FEG - Microscopia eletrbnica de varredura da e¢solucao

MET -  Microscopia eletronica de transrass
PVP - Polivinilpirrolidona
BMPs - Proteinas 6sseas morfogenéticas

UV-VIS - Ultravioleta-visivel

14



RESUMO

Ha um interesse crescente em desenvolvem@sa sintéticas bioativas que mimetizem a
apatita natural. Hidroxiapatita (HA), com e senr@spnca de polivinilpirrolidona (PVP), foi
sintetizada pelo método de precipitacdo em solagéosa. HA foi sintetizada sem a presenca
de PVP, utilizando hidréxido de calcio, acido diasférico e acido latico como materiais
precursores, através de diferentes tempos de evumibnto dos precipitados (24, 40 e 88
horas). O valor do pH da solucéo foi ajustado autiizando hidroxido de potassio (KOH).
Os precipitados foram filtrados em sistema de vAedicionando-se agua MilliQpara a
retirada do KOH e obtencdo do pH 7. ApOs a secagesagregacdo e peneiracdo, oS pos
foram sinterizados a 1100°C. HA nanomeétrica foid#bha presenca de PVP a 3% em peso,
utilizando os mesmos reagentes com 24 horas déheeiraento dos precipitados. A solucéo
de 1mg/ml de albumina bovina sérica (BSA) foi asstac & HA sem tratamento térmico e
com tratamento térmico (CTT) nas quatro sintesédasb(HA 88, HA 40, HA 24 e HA PVP
24).

Os resultados das analises de difracdo des réie de refinamento pelo método de
Rietveld apresentaram hidroxiapatita pouco criséa/ou nanométrica nas amostras de HA
sem a presenca de PVP. A amostra HA PVP 24 CTTsami®u outras fases de fosfato de
calcio. O grupo carbonato B esteve presente enstaslaamostras de HA, de acordo com a
espectroscopia de infravermelho por transformadaodeier (FTIR). A analise pela teoria de
Brunauer-Emmett-Teller (BET) apresentou baixos neslala area de superficie nas amostras
de HA CTT que foram atribuidos a alta temperatue sinhterizacdo (1100°C). As
micrografias de microscopia eletronica de varredhtaV), de alta resolucdo (MEV-FEG) e
de transmissdo (MET) apresentaram particulas submétricas e nanométricas, formando
diversos aglomerados. Foi verificada uma associagédce os cristais de HA e o PVP,
formando um novelo e criando um ambiente confinaa@ os cristais, 0 que possivelmente
dificultou o crescimento do tamanho dos graos.

Os melhores resultados da espectroscopia\d¥isivel (UV-VIS) foram obtidos das
amostras STT: HA PVP 24 sorveu 100% da BSA, segdalddA 24 (50,05%), HA 88
(27,54%) e HA 40 (13,84%). A BSA sorvida ndo dessorda HA sob acdo da agua Milli-
Q®. Os resultados de FTIR apresentaram maior capgkeide ligacdo da BSA a amostra HA
PVP 24, indicando que a estrutura morfolégica paflaenciar na interacdo do biomaterial
com a proteina.

15



ABSTRACT

There is a growing interest in developingdgitve synthetic ceramics that mimic natural
apatite. Hydroxyapatite (HA), with and without theesence of polyvinylpyrrolidone (PVP),
was synthesized by the precipitation method fromeags solution. HA was synthesized
without the presence of PVP, using calcium hydreximithophosphoric acid and lactic acid
as starting materials, by different times of préated aging (24, 40 and 88 hours). The pH
of the solution was adjusted at 12, using potassiydroxide (KOH). The precipitates were
filtered by vacuum system, adding repeatedly Mjffi-water to remove KOH and obtain pH
7. After drying, disaggregation and sifting, themglers were sintered at 1100°C. Nanometric
HA was obtained in the presence of 3wt% PVP, usiieggsame reagents with 24 hours of
precipitates aging. Bovine serum albumin (BSA) 8olu (Img/ml), was associated to HA
with and without heat treatment at the four syntsesbtained (HA 88, HA 40, HA 24 e HA
PVP 24).

The results showed hydroxyapatite with lowstallinity and/or nanometric at HA
samples without the presence of PVP, according-tayXdiffraction analysis and Rietveld
refinement method. HA PVP 24 heated at 1100°C samipbwed other calcium phosphate
phases. The B-type carbonate group was seen idAalkamples, according to the Fourier
transform infrared spectroscopy (FTIR). Thaface area measureme(BET) showed low
values in all samples heated at 1100°C due to tegiperature of sintering. The scanning
electron microscopy (SEM), high-resolution scannahgctron microscopy (SEM-FEG) and
transmission electron microscopy (TEM) micrograpsBowed submicrometric and
nanometric particles, forming several agglomeraié® results showed association between
HA crystals and PVP in the form of a clew, confmithe HA nanorods crystals, which
possibly raised difficulties for the grain size wgtb.

The best ultraviolet spectroscopy resultsenatained for non-treated hydroxyapatite:
HA PVP 24 adsorbed 100% of total BSA concentratiotiowed by HA 24 (50,05%), HA 88
(27,54%) and HA 40 (13,84%). Adsorbed BSA was netgased from HA after desorption
experiment under the action of MillifQwater. FTIR results of HA PVP 24 presented high
binding ability with BSA, showing that the morphgloal structure may influence the
interaction of the biomaterial with the protein.
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1 INTRODUCAO

1.1 BIOMATERIAIS

O aumento da expectativa de vida e, com @&sbysca por uma vida ndo somente longa,
mas com qualidade, exige das Ciéncias da Saudeintsracdo com a Engenharia de
Materiais. Materiais tém sido pesquisados para epeontrem solucdes, principalmente,
para as doencas cronicas e degenerativas e, éspeeihte, os traumas e patologias que
levam a perda Ossea.

A regeneracdo 0ssea € um dos processos a@® mgis importantes do corpo porque 0
0SSO0 € um tecido extremamente dinamico e tem aickgoke de sofrer regeneracdo quando
lesionado. No entanto, esta capacidade regenerétilmitada pelo tamanho da lesao.
Defeitos 0sseos extensos, provocados por trauxtapagdo de tumores e outras patologias
nao se regeneram espontaneamente.

Nas ultimas décadas, a partir dos avancosiatngenharia 6ssea tecidual, diferentes
materiais tém sido sugeridos como substitutos éssem sentido de funcionarem como
arcabouco de matriz extracelular e permitirem rmasdgdo 6ssea. Diversas propriedades
S80 necessarias a estes substitutos, tais conaiviade, osteoconducdo, osteoinducéo,
biocompatibilidade e biodegradacéo. Adicionalmedeyem ter custos acessiveis, e sejam
facilmente produzidos e moldados (LE GER&Sl, 1995; BURGet al, 2000; PILLIAR
et al, 2001).

De acordo com HELMUS E TWEDEN, 1995, o tertmomaterial foi definido na
Conferéncia do Instituto Nacional de Desenvolviroedé Consenso em Saude em 1982
como: “Qualquer substancia (outra que néo drogajomubinacdo de substancias, sintética
ou natural em origem, que possa ser usada por ufodpede tempo, completa ou
parcialmente como parte de um sistema que trategm@teé ou substitua qualquer tecido,
orgao ou funcéo do corpo”.

Quanto ao tipo de material, os biomateriaglgon ser polimeros sintéticos, metais,
ceramicas e macromoléculas naturais que sdo maradas ou processados para se
adequarem a utilizacdo em dispositivos médicos epeam em contato intimo com

proteinas, células, tecidos, 6rgaos e sistemasiocoFa(GRANJEIRO, 2010).
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CARVALHO et al, (2004), propuseram uma nova classificagdo psies enateriais,
baseada em suas propriedades. Os autores defimpzanio a origem, um biomaterial
autdgeno como aquele obtido de areas doadoras &wigirindividuo; homdgeno como
obtido de individuos de espécie semelhante ao t@gepeterégeno como obtido de
individuos de espécies diferentes do receptor,csemais comumente obtido de bovinos;
sintético, como materiais de implante de natureetalica, ceramica ou polimérica (além
dos compasitos).

Quanto a reacdo biologica, os autores dafmimaterial biotolerado como aquele
caracterizado pela presenca de tecido conjuntivodo entre o implante e o tecido ésseo;
material bioinerte como aquele caracterizado poa umoformacdo Ossea de contato;
bioativo como aquele capaz de promover uma reds&m-{quimica entre o implante e o
0ss0, sendo resultado de uma adaptacao quimicar@estrutural com o tecido 0sseo.

Quanto as caracteristicas fisicas, no enxeirteralizado, 0s componentes organicos sao
removidos e a matriz inorganica é preparada nadatengranulos com dimensdées variadas.
Ja no desmineralizado, os componentes inorganicogelalares sdo removidos,
permanecendo 0os componentes da matriz extracehadendo ou nédo incluir as proteinas
osseas morfogenéticas (BMPs).

Em relacdo as propriedades bioldgicas, avostelucdcé definida como &apacidade
do biomaterial em conduzir o desenvolvimento deoni@ecido 0sseo através de sua matriz
de suporte. A osteoinducdo envolve a formacdo deo mmsso a partir das células
osteoprogenitoras do leito receptor, derivadacdlhsas mesenquimais indiferenciadas, que
se diferenciam sob a influéncia de um ou mais a&geimdutores. Material osteogénico é
aguele que utiliza o processo pelo qual célulagagssivas sdo enxertadas em um leito
receptor e permanecem com a capacidade de forntec@&ovo tecido 6ésseo. O material
osteopromotor € caracterizado pelo uso de meiasogigmembranas ou barreiras) que
promovem o isolamento anatdmico de um local, pardota selecéo e proliferacdo de um
grupo de células a partir do leito receptor, e idepe a acdo de fatores concorrentes
inibitérios ao processo de regeneracdo. Osteodsip@m significa que o material
proporciona uma maior concentracdo e atividade adtsoblastos do que os vistos nos
materiais meramente osteocondutivos.

A historia do desenvolvimento dos materiaegnpte identificar trés geracdes de
biomateriais. A primeira geracdo de biomateriaisapa regeneracdo do tecido 6sseo e

dentario era constituida por materiais inertes i@ induzem respostas toxicas, mas que
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nao estabelecem ligacdo com o tecido no local gwame (HENCH, 1980). Esta geracéo
mostra-se empirica, onde o acaso, € ndo o projataresponsavel pela eficiéncia do
biomaterial. Foi a era de ouro, aco, marfim, madeividro, silicone, acrilico,
polimetilmetacrilato, entre outros, utilizados pageencher, recobrir e conectar.
(GRANJEIRO, 2010).

A segunda geracdo de biomateriais teve ingdm a introducdo do principio da
bioatividade, ou seja, a capacidade que algunsdi@rais possuem de provocar a ligacéo
guimica com tecidos vivos, sem formar a camadag#mue os separam do tecido. Estes
materiais, como a hidroxiapatita e os biovidrosabums, apresentam em geral, mddulo de
elasticidade muito superior ao de tecidos vivoEV3l, 1999).

A utilizacdo de materiais e implantes paraeBgenharia constitui a terceira geracéo de
biomateriais. A construcao do tecido-projetado gebda na propria célula do paciente que
pode ser produzida e usada para selecionar ummgata farmacéutico favoravel.
Exemplificam essa etapa os implantes teciduais ne@enerar o tecido e ndo simplesmente
substitui-lo, como componentes bioldgicos geneteam modificados (células ou BMPS)
associados com ceramicas de fosfato de calcioge@ataou hidrogéis, superficies de titanio
com revestimentos nanométricos de ceramicas deatfosfle calcio e estruturas
tridimensionais de cerdmicas de fosfato de cakso@adas as células.

O melhor biomaterial com intuito de promowesteogénese de um defeito 6sseo
continua sendo 0 0sso autdgeno, por apresentdaséla proprio hospedeiro, propiciando
formato e suporte adequados ao novo tecido Osseofoemacdo, além de possuir
osteoconducdo e osteoinducdo. A desvantagem dasseg a disponibilidade limitada, o
gue favorece possiveis complicacdes pos-operat@@msonadas ao procedimento de coleta
(BOOet al, 2002).

Em substituicdo ao enxerto autdgeno, exisiiguns exemplos de biomateriais como:
coldgeno, hidroxiapatita (HA), fosfato tricalciothg — TCP), acido polilatico glicdlico,
biovidro, dentre outros. A busca por um materiamcpropriedades fisico-quimicas
otimizadas, biologicamente aceitavel e possivesatecomercializado é o grande objetivo
das pesquisas sobre o tema. (SiL&tAal, 2008).

Os biomateriais devem ser utilizados de fowoma permitam sua vascularizagcédo e
devem ter como pré-requisitos comprovada biocomiidade, aplicacdo clinica e auséncia
de riscos trans-operatorios e sequelas pos-ope@satorinimas, aléem da aceitacdo pelo
paciente (SERVICE, 2000).
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De acordo com CARVALHG@t al, (2004), a biocompatibilidade é uma propriedadge g
0s materiais devem apresentar para que eles passartilizados em um sistema bioldgico,
sem provocar reacdes adversas e nem impedir amlifacdo tecidual caracteristica do local
da implantacdo. Segundo os autores, os biomatedaiem possuir as seguintes
propriedades: ndo induzir a formagédo de trombosoc@sultado do contato entre o sangue
e 0 biomaterial; ndo induzir resposta imunoldgickveasa; ndo ser téxico;, nao ser
carcinogénico; néo perturbar o fluxo sanguineoc praduzir resposta inflamatoria aguda
ou crbnica que impeca a diferenciacao prépria ecgds adjacentes.

Os biomateriais abrangem todos os elementptantados no organismo humano com
fins terapéuticos. Diferenciam-se pela escala espglocessos de producéo, mas o objetivo
final é a bioengenharia de suportes acelularesetulacizados a serem implantados no
processo de regeneracdo. A escala macroscopica imglantes metalicos, mineralizados
ou organicos. A escala microscépica inclui estudesconjuntos celulares, determinados
pelas interagfes célula-célula e célula-matriz. gcaln nanométrica desenvolve o0s
biomateriais em escala infracelular, com atencda pa processos de adesao, migracao e
interac&o celular com as estruturas tridimensiofE@ROJEVIC, 2005).

De acordo com GRANJEIRO, 2010, os materiasamicos sao cada vez mais
importantes na clinica médica e odontoldgica paeganeracédo do tecido 6sseo e dentario.
Em conjunto com as terapias celulares, buscam l@mbiocompatibilidade, porosidade,
resisténcia mecanica e propriedades de superfmmepativeis com a proliferacdo e
diferenciacdo de células osteoprogenitoras.

Um grande desafio atual reside em produpicdsdmicas comerciais com caracteristicas
fisico-quimicas e morfoldgicas tais que, quandolamiadas nas regides lesadas, estimulem
a osteogénese. Para esta finalidade, devem pnopid@macao de estruturas semelhantes
aos elementos de matriz extracelular, facilitar @bitizacdo, expansdo e integracdo de
populacbes de células regenerativas internas entame reparo de lesées ou a renovagao
de tecidos degenerados. Além destas func¢les, asrdimicas devem ser biodegradaveis
pelo organismo permitindo que todo o tecido 6ssedigo seja regenerado.

O processamento térmico é de fundamental ridpcia para obtencdo dos produtos
ceramicos, pois dele dependem o desenvolvimentprdgsiedades finais destes produtos.
Esse tratamento compreende as etapas de secageimegzagdo (ASSOCIACAO
BRASILEIRA DE CERAMICA, 2010).
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Apos a etapa de formacao, as pegcas em gerahgam a conter 4gua, proveniente da
preparacdo da massa. Para evitar tensfes e, censmygente, defeitos nas pecas, é
necessario eliminar essa fase liquida, de fornta kegradual, em secagens intermitentes ou
continuas, a temperaturas variaveis entre 50 ®D &Q.

Na sinterizacao, os produtos adquirem sugizrigdades finais. As pecas sdo submetidas
a um tratamento térmico a temperaturas elevadassaaddo ponto de fusdo. Os materiais
ceramicos cristalinos e, mais especificamente,eré@nticos finos, possuem temperaturas
absolutas de fusdo em torno de 2000°C, devidowerat das ligacbes quimicas presentes
em suas estruturas (UNICAMP, 1997). Durante esasmnrento, ocorre uma série de
transformacdes em funcdo dos componentes da massacomo: perda de massa,
desenvolvimento de novas fases cristalinas, tramsipdes de fases, fusdo de fase vitrea e a
formacéao dos graos.

Portanto, em funcdo do tratamento térmica® mropriedades das diferentes matérias-
primas, sédo obtidos produtos para as mais divaygdasacoes. Essas propriedades, somadas
ao ambiente mecanico, influenciam na velocidadetensdo do processo de reabsorcao do
material enxertado, assim como na indicacéo otugéstda sua aplicacéo clinica.

Devido a sua similaridade com a fase inogamo tecido 6sseo e sua propriedade
osteocondutora, a hidroxiapatita,6tBQy)s(OH),, tem sido usada como a mais importante
bioceramica bioativa para implantes 0sseos.

Adicionalmente, quando um material € impldatam um tecido bioldgico, as primeiras
interac6es que ocorrem sdo entre as biomolécudasuperficie do biomaterial. As células
ndo se ligam diretamente a superficie do matergativo. A ligagdo ocorre por meio de
glicoproteinas da matriz extracelular. A adesdo dakilas € observada pelo seu
espalhamento e reorganizacdo das proteinas desquieleto. Nos pontos de contato das
células com o biomaterial, ocorrem trocas de infgdes com a matriz extracelular,
resultando em ativagcdo génica, espalhamento e edamento das células (ELIA& al.,
2008).

A hidroxiapatita possui alta afinidade conpesteinas, apresentando simetria hexagonal
com parametros de célula unitaria a = b = 0,943rom= 0,688 nm e dois sitios de ligacao
diferentes - sitios célcio (Ca) e fésforo (P). Aarede sua carga de superficie total negativa,
a hidroxiapatita possui uma alta afinidade de a@&oa albumina bovina (BSA) carregada
negativamente devido a presenca dos sitios Cas goo ions calcio (KANDOREt al.,
2009).
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1.2 OBJETIVO

E natural dentre os pesquisadores a buscapemas por um enxerto 6sseo ideal, mas
também por formas alternativas de acelerar a n@aigio 6ssea no local enxertado,
melhorando também a qualidade 6ssea neoformada.

O presente trabalho teve como objetivo a ygad de hidroxiapatita sintética
nanoestruturada, com e sem adicdo de dispersande,ngestigacdo da influéncia da
adsorcao da albumina bovina ao material sintetizado

A hidroxiapatita foi sintetizada pelo métode precipitagdo em solucdo aquosa, rota
utilizada no Laboratoério de Materiais Ceramicoslmitituto Militar de Engenharia (IME),
com diferentes tempos de envelhecimento dos ptadgs (24 horas (padréo), 40 horas e 88
horas). Com o tempo padréo de 24 horas, foi rehizautra sintese, com 0s mesmos
reagentes utilizados nas solugbes anteriores, ofale adicionado o0 polimero
polivinilpirrolidona (PVP) na concentracdo de 3%gnct o objetivo de dispersar 0s
aglomerados de HA, totalizando quatro sinteses.

A albumina bovina (BSA), em concentracao g&/inl, foi associada a hidroxiapatita
em diferentes condicbes (sem tratamento térmicone tratamento térmico) nas quatro
sinteses realizadas para caracterizacao fisicoicpiole HA e avaliacdo da sorcdo e
dessorcédo de BSA.

1.3 POSICIONAMENTO DO TRABALHO

A sintese de hidroxiapatita pode ser reatizatllizando-se varias técnicas, como a
sintese por moagem reativa dos pos precursoresras ampregando a precipitacdo em
solugcbes aquosas. Esta ultima produz HA nado dsteétrica e de baixa estabilidade
térmica, que resulta na decomposicao parcial deeima- e B-TCP, fosfato tricalcio alfa e
fosfato tricélcio beta, respectivamente (RIMANal 2002, KWEHet al, 1999).

O método de precipitacdo em solucdo aquosadotado no presente estudo. As
particulas de hidroxiapatita sédo obtidas por pregao a partir de solucdes de hidroxido de
célcio (Ca(OH)), acido orto-fosforico (BPO;) e acido latico (CBCHCO,HOH) que séo
preparadas separadamente e deixadas sob agitagalmr@o pH da solugéo é ajustado pela
adicao de hidréxido de potassio (KOH) para obtenigipd em pH 12.
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Os precipitados sao filtrados em sistemaatei@, adicionando-se abundantemente agua
Milli-Q © para a retirada do KOH até que a 4gua da resu&Epatisja a neutralidade, de pH
7, e séo secos pelo processo de liofilizacdo deahthoras. O po resultante é desagregado
em um almofariz de agata e é feita a peneiracdpddd?osteriormente, ha o tratamento
térmico a 1100°C.

Com o objetivo de estimar a quantidade de BR8g%orvida sobre as amostras de HA na
forma verde e com tratamento térmico (CTT), folize@a imersdo das amostras de HA em

solucédo de BSA na concentracao de 1 mg/ml.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 HISTOFISIOLOGIA DO TECIDO OSSEO

O tecido 6sseo é um tecido conjuntivo esfizado em constante processo de
reabsorcdo e neoformacdo (GARG, 2004). Como o éssma mistura de fibras tenazes
(fibrilas de colageno do tipo I) e particulas sadid(cristais de fosfato de célcio), ele
apresenta boa resisténcia tanto a cargas com@gsguanto a cargas trativas, podendo
assumir diferentes morfologias e funcdes, de acaao sua localizagdo no esqueleto
humano (SILVA, 1999).

O o0sso representa o maior reservatorio dagocdb corpo humano. Consequentemente,
além das funcbes de sustentacdo e protecdo desorgas, ele desempenha um terceiro
papel, no metabolismo, realizando a troca de mme&@m o0 sangue. A quarta funcéo do
0sso € filtrar os ions gerados no sangue que paidstituir ions de calcio ou ser
incorporados a rede dos cristais de apatita, odaaserem aderidos a matriz organica
(SOMCHAI, 1992). As propriedades mecanicas do osstical estdo apresentadas na TAB.
2.1

TAB. 2.1 Propriedades Mecanicas do Osso QGizal (SOMCHAI, 1992).

PROPRIEDADES
A LONGITUDINAL (L) TRANSVERSAL (T)
MECANICAS
Lim. Res. a compressao
70-280 53
(MPa)
Lim. Res. a tracdo (MP3a) 70-160 50-53
Moédulo de Young (GPa 11-21 5-13
Microdureza (kg/mrf 30-60 -
Tenacidade a fratura
. 2-5 8
(MPa.nt?

A matriz 6ssea € composta por um arranjo texopde fibras colagenas impregnadas
com sais minerais, em sua grande maioria, hanopkasi de fosfato de calcio (85% pp),
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carbonato de célcio (10% pp) e pequena quantidaddudreto de calcio e magnésio
fluoretado (5% pp) (DALEN e OLSSON, 1974).

Macroscopicamente, o tecido 0sseo pode sedidth em dois tipos, baseado na
densidade e quantidade de porosidade (GARG, 2Q0d3so cortical corresponde a 85% do
0sso do corpo humano e é constituido por uma estrdensa e compacta, caracterizada por
pouca atividade metabdlica e pequena presencauascéO osso medular corresponde aos
15% restantes, tem funcdo de receber cargas endmmp@ necessidades fisiologicas
(MUNDY, 1999). A microestrutura do 0sso é compai#aosso primario ou entrelagado,
0sso secundario ou lamelar e células 0sseas.

Do ponto de vista histolégico, o tecido 6speanle ser classificado em primario ou
imaturo, secundario ou lamelar. Ambos possuem asm@a® células e 0s mesmos
constituintes da matriz extracelular. No tecidoedsgrimario, as fibras colagenas se
dispéem irregularmente, sem orientacdo definida, neemor contetdo mineral e maior
quantidade de ostedcitos incluidos. No tecido Ossecundario, as fibras coldgenas
organizam-se em lamelas que adquirem uma porcéef@aumas as outras ou se dispdem
em camadas concéntricas em torno dos canais e, iasmmndo os sistemas davers
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

Ha trés tipos de células 6sseas distintasélatas medulares que pertencem ao sistema
hematopoiético. Elas sdo (HANCOX, 1972; JUNQUEIR®AalL, 1995; MUNDY, 1999;
TEN CATE, 2001):

OsteoblastasSao derivados das células osteoprogenitoraspmeapeis pela sintese dos
constituintes organicos da matriz. Durante a ogleese, secretam fatores de crescimento,
incluindo fator de crescimento beta transformad@R-f3, fator de crescimento derivado
das plaqueta®®OGF), proteinas osteomorfogenétic&WVP9, fator de crescimento insulina
like (IGF).

A porcado organica da matriz, produzida pebsseoblastos, € predominantemente
constituida por colageno do tipo | (85%), com peasequantidades de colageno tipo Il e
V (5%). As proteinas ndo-colagenas representan0%s réstantes. A por¢cao inorganica é
composta basicamente de ions fosfato e célcio falma hidroxiapatita.

A atividade de sintese pode ser medida petefolngia destas células: quando
empenhadas na producéo de matriz, elas tém citoplhasofilico e um formato cuboidal a

colunar, ao passo que quando a atividade de sidieseui, elas se tornam planas e os
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basofilos citoplasméticos diminuem. Estes processtgplasmaticos se tornam mais
evidentes quando essas células envolvem-se a shamesm matriz sintetizada nova.
Quando isto ocorre, estas células sdo chamadasetixios.

A matriz nova que é depositada na superfieiessos mais velhos € chamada ostedide, e
fica entre a superficie do osso mais velho e a darda osteoblastos. Esta nova matriz ndo é
calcificada ainda e a aposicdo de 0sso € complgtatado os sais de célcio sdo depositados

nesta nova matriz.

Ostedcitos:Sao células maduras (anteriormente osteoblast@s)ye tornaram inclusas na
matriz que elas formaram, comunicando-se com o ewigrno através de prolongamentos
dentro dos canaliculos. Esses canaliculos sdone&peis pelas trocas teciduais através de
fluidos, sendo responsaveis pela manutencéo dioteci

Osteoclastos:Sao células gigantes multinucleadas, responsgwedss reabsorcdo Ossea
controlada pelo paratorménio. Sédo derivadas daofud& mondcitos que atravessam
capilares sanguineas. Estdo localizadas em esesvagésentes no tecido mineralizado
denominadas de lacunas Hewship A FIG. 2.1 mostra esquematicamente as células

Osseas.

Osteoclasto Mesénquima Matriz neoformada
Matriz 6ssea (ostedide)

o AVNNSAD - 00 IR

FIG. 2.1 Diagrama das células 6sseas (JUNQUEIR& al., 1995).
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A fim de entender as propriedades do ossoatse necessario conhecer as propriedades
mecanicas dos seus componentes e a relacdes rssridntre elas nos varios niveis de
organizacdo (FIG. 2.2). Estes niveis e estrutuéas dsvididos em: macroestrutura (0Sso
cortical e esponjoso); microestrutura (sistema kliano, ésteons, trabéculas individuais),
sub-microestrurura (lamelas); nanoestrurura (coldgiorilar com fase mineral) e sub-
nanoestrutura (estrutura molecular dos elementostitwintes, tais como o mineral, 0
colageno e as proteinas nao-colagenas). Essauesthiérarquicamente organizada possui
um arranjo e orientacdo de componentes irregulacegyudo aperfeicoados, produzindo um

material heterogéneo e anisotrépico (Ret@l, 1998).

molécula de
Qe coldgeno
trabecular !

pow e
lamela colageno g 5
crigtaiz
macroestrutura H nanoesztrutura
10-50K) pum 37 um
microestrutura  sub-microestrutura sub-nanoestriutura

FIG. 2.2 Organizacgao estrutural do osso (RH@t al, 1998).

Quando as fibras de colageno séo distribuidas arranjo planar tem-se uma lamela (3-
7 um de espessura). Em alguns casos, essas lamefdsadede coldgeno mineralizadas
formam camadas concéntricas (3-8 lamelas) ao rddoum canal para criar o que é
conhecido como 6steon ou canal harvesiano (RH®.1998).

Cristais de apatita semelhantes a placas ds&postos em espacos discretos, dentro das
fibrilas de colageno, portanto limitando o possiestscimento priméario dos cristais e
forcando-os a serem discretos e descontinuos.i€dgi€rcrescem numa orientagéo cristalina
especifica, com o eixo ¢ dos cristais aproximadaenearalelos ao eixo de comprimento das
fibrilas de colageno. A dimensdo média da fase raine de 50x25x3 nin(RHO et al,
1998).
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2.2 ENGENHARIA TECIDUAL OSSEA

A Engenharia de Tecidos é um campo multigisar que requer a interacdo de
profissionais da area bioldgica, engenharias ecedades clinicas. A despeito do grande
avangco no desenvolvimento de biomateriais ostetifutbs, ndo se obteve, ainda, 0
biomaterial ideal capaz de mimetizar as proprieslagearacteristicas de células viaveis
especializadas em produzir seus respectivos teceste sentido, a Bioengenharia de
Tecidos surge como uma abordagem capaz de alialasélsubstratos adequados
(carreadores oscaffold$ e fatores de crescimento para a criacdo de ®e&dolaboratorio,
autogenos e passiveis de serem aplicados comoeagenapéuticos (FIG 2.3) (NEREM,
1992).

Proteinas de
matriz
extracelular

Fatores de
crescimento

Scaffold

Células

FIG. 2.3 Processo da Engenharia TeciduaNational Science Foundation Workshop,
1988).

As estratégias da Engenharia de Tecidos eemple uso de células isoladas para
substituir funcbes especificas, substancias quézerd a proliferacdo de células e tecidos
(fatores de crescimento como as proteinas morfdigasédsseas), ambas combinadas a
matrizes que atuam como suportes (carreadores)cgautas ou proteinas (UED#L al.,
2000).
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De acordo com SILVA, 2008, células mononugsado periésteo de ratos foram
associadas a um biomaterial biocompativel de origendgena em um meio osteoindutor
(DMEM: HAM F12 (Dulbecco's Modified Eagle's Mediuoom uma mistura de nutrientes
Ham's F-12 com 10% de soro fetal bovino, 20 nM de dexametazb0 microgramas/ml de
acido ascorbico, 10 mM de beta-glicerofosfato) (Rl@). Depois de 21 dias, a andlise de
Von Kossa apresentou nédulos de mineralizacaceste tle fosfatase alcalina determinou a
presenca de populacdo celular osteogénica. A praseée células osteoprogenitoras foi
confirmada pela presenca de transcritos do geneAdlBfeore binding factor alpha)l O
autor concluiu que células osteoprogenitoras podemisoladas do peridsteo de ratos e
cultivadas sobre um arcaboug¢o xenogénico biocongapresentando potencial aplicagdo

para a terapia celular de perdas 0sseas.

FIG. 2.4 Associagdo de células mononucleares de idsteo de ratos e biomaterial

xenogeno em meio osteoindutor (SILVA, 2008).

Utilizando a base de dados do PUBMED e asvpas chaveBiomaterialsOU Medical
Device é possivel recuperar 777.017 referéncias solbeena (entre 1960 e novembro de
2006), crescendo linearmente ano a ano. Por oatlo, lutilizando os descritordsssue
engineeringou Bioengineeringno mesmo periodo, foram obtidas 16.548 referénteado,

na década de 60, apresentado apenas 24 artigoa owais de 12.090 artigos entre 2001 e
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2006. Este crescimento exponencial esta relaciom@denorme avanco das técnicas de
Biologia Celular e Molecular, bem como dos processoequipamentos para pesquisa
vividos no final dos anos 90, mas em continua esgaFIG 2.5) (GRANJEIRO, 2010).
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FIG. 2.5 Numero de artigos recuperados no PUBMED p@eriodo de tempo
(GRANJEIRO, 2010).

O conceito de Bioengenharia e Biomiméticaaabe a engenharia de complexos
celulares e moleculares que podem substituir astests de tecidos e orgaos, incluindo a
Engenharia Celular e Tecidual, visando a subshtuigerapéutica de estruturas
multicelulares, teciduais ou equivalentes a o6rgkssa parte da Medicina, denominada de
Medicina Regenerativa, visa 0 reparo de tecidoad®s ou degenerados por substitutos
funcionalmente e estruturalmente equivalentes.

A introducdo de biomateriais nas regidesdas@ uma acao da Medicina Regenerativa,
gue propiciain vivo a formacdo de estruturas semelhantes aos elemdstasatriz
extracelular e de mediadores intercelulares asdosjdacilita a mobilizacdo, expansao e
integracdo de populacdes de células regeneratitemas e fomenta o reparo de lesdes ou
de regeneracdo e renovacao de tecidos degener@doavancos da area da gendmica

contribuem para este processo, tendo acesso amagdes moleculares necessérias para

30



definir o perfil do paciente e as necessidades é@elas envolvidas nos procedimentos
planejados, e controlando a interagdo entre asaséianipuladas, os tecidos internos e os

elementos estruturais extracelulares (BOROJEVIO520

2.3 FOSFATOS DE CALCIO

Os fosfatos de calcio sdo materiais cerantoaos razdes Ca/P que podem variar de 0,5
a 2,0. Apresentam merecido lugar de destaque astdenominadas bioceramicas e foram
propostos em 1920, por Albee e Morrisson, paracaplies biomédicas, uma vez que o
fosfato tricalcio, quando injetado nos defeitosedss demonstrou crescimento 6sseo mais
rapido do que nos defeitos néo tratados (LEGERO&)2

As apatitas sdo muito estudadas e sédo fosramtacondi¢cdes variadas, mas comumente
ocorrem como minerais agregados a rochas igneasigtas sdo hexagonais, prismaticos e
podem se tornar alongados, sempre terminando exa tigiramidais (SILVA, 1999).

Podemos dividir os fosfatos de célcio em dustegorias: (i) os que séo obtidos pelo
meétodo de precipitacdo em solucdo aquosa proxitemperatura ambiente (os 6 primeiros
compostos apresentados na TAB 2.2) e (ii) os qoeokdidos por sintese térmica ou
decomposicao (os 6 ultimos compostos apresentaddsB. 2.2) (BOHNER, 2000).

TAB. 2.2 Principais fosfatos de calcio (modificadde BOHNER, 2000).

Nome Férmula Ca/P Mineral Simbolo
Dihidrogeno fosfato de| Ca(H:PQOy)2.H,0O 0.50
- ; - MCPM
Calcio monohidratado
Monghl_drogeno fosfatg CaHPQ 1.00 Monetita DCPA
de calcio
Monghl_droge_no fosfatg CaHPQ.2H,O 1.00 Brushita DCPD
de calcio dihidratado
Fosfato octacalcio CaHx(POy)e.5H,O0 | 1.33 - OCP
Hidroxiapatita CaoHPO)(POy)s. | 1.50-
- s 1.67 - CD-HA
deficiente em célcio x(OH)2
Fosfato de célcio Ca(POy)2.nHO 15
amorfo - ACP
n = 3-4.5; 15-20% kO
Dihidrogeno fosfato de| Ca(H:.PQy)2 0.5 - MCP
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Célcio

a-Fosfato tricalcio a-Ca(POy)2 15 - a-TCP
B-Fosfato tricélcio B-Ca(POy)2 15 - B-TCP
Hidroxiapatita Cas(POy)30H 1.67 . . .

(800°C) Hidroxiapatita | HA
Oxiapatita Cao(PQy)sO 1.67 - OXA
Fosfato tetracalcio GEPOy),0 2.00 Hilgentockita TetCP

Os fosfatos de calcio de relevancia biologiéa: fosfato de calcio amorfo, brushita,
monetita, fosfato de calcio octacélcio, fosfato addcio tricalcio, pirofosfato de calcio e
apatita. Dentre as fases minerais presentes enficzajdes normais (ndo patoldgicas), as
apatitas sao as mais comumente encontradas (SI1999).

As apatitas sao definidas pela formula quaniity(Y)esZ2 € formam diferentes solucdes
sélidas através da substituicdo de sitics, NKO,> ou Z. As espécies Kt sdo cations
metalicos divalentes como €aSrF*, B&*, P ou Cd*. As espécies ¥é especificamente
um dos anions trivalentes: FQ AsQ*, VO,*, CrQ,* ou MnQ;*. Os &nions monovalentes
Z sédo geralmente’ FOH, Br ou CI (KOHN E DUCHEYNE, 1992). As carbonatoapatitas
sdo formadas a partir da substituicéo glpefo anion divalente CO.

A fluorapatita, hidroxiapatita e cloroapast@o exemplos de membros que pertencem ao
grupo das apatitas e diferenciam-se pelos seusmsamoedominantes (F, OH e CI,
respectivamente). A hidroxiapatita pura ¢ um salalde fosfato tricalcio e hidroxido de
calcio e tem estequiometria 4{R0O,)30H ou (Ca)o(POy)s(OH), (LEGEROS e LEGEROS,
1993).

As apatitas bioldgicas diferem da HA sint@tem composicdo, tamanho do cristal,
morfologia e estequiometria. A razdo Ca/P da HAésite € de 1,67, mas em geral, as
apatitas bioldgicas sao ndo-estequiométricas @,681 para o esmalte e a dentina e 1,71
para 0 0ss0). A deficiéncia em calcio nas apattagfletida pela formagdo de fosfato
tricalcio beta §-TCP) apds calcinacéo a partir de TOQLEGEROS, 1994).

Entre os materiais sintéticos, os fosfatoscéleio sdo os que apresentam melhores
sucessos em enxertos e aumento de volume de ossay@mente pelo fato do osso vital
ser composto de 60% a 70% de fosfato de calcido¥&rabalhos tém mostrado que ions
carbonatos estdo presentes em apatitas sintétiGgsrais, em dois tipos de sitios anidnicos

da estrutura.
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Os dois fosfatos de calcio mais usados sidmxiapatita e o fosfato tricalcio. A
hidroxiapatita e o fosfato tricalcio sdo usadosapamxerto de 0sso na forma de granulos,
arcaboucos e blocos densos que servem para a @wrdagum novo 0sso. A hidroxiapatita
(HA), o fosfato tricélcio (TCP) e outros fosfatos chlcio sdo biocompativeis em virtude da
liberacdo de ions fosforo e calcio para os teciitoehos (ANUSAVICE, 2005).

De forma genérica, as bioceramicas de fosfato ldeoadegradam, com uma velocidade
dada pela seguinte ordem (SILVA, 1999; KAWACE( al, 2000; ALBUQUERQUE,
2004): CaH(PG@ 2H,O (Brushita) > CaHP©O(Monetita) > CgH,(POy)s . 5H,O (Fosfato
Octacalcio) > CAPOy)2 (1-TCP) > Cag(POy)s(OH). (HA). A velocidade de reabsorcéo pode
aumentar com o0 aumento da area superficial (A posolido poroso > A soélido denso),
com o decréscimo de cristalinidade e, no caso di@Xiapatita, pela substituicdo de €0
nos sitios de M, SF* nos sitios de célcio (HENCH e POLAK, 2002).

2.3.1 HIDROXIAPATITA

A reparacdo Ossea tem sido alvo de muitasdest uma vez que pode determinar
sucesso ou fracasso em situagcées como traumaggiatoe anomalias. De acordo com a
Organizacdo Mundial de Saude, h4 mais de 150 dseacaindromes associadas a
problemas articulares e esqueléticos (BIOMET, 20Q4n material ideal para enxertia
0ssea do ponto de vista biologico e biomecanicquéla que consegue ser completamente
reposto por novo osso formado pelo hospedeiro.

A hidroxiapatita [Ca(POy)s(OH),] € uma das biocerdmicas mais frequentemente
utilizadas para reconstrucdo 0ssea e dentaria (RGDIES et al, 2003). Tem excelente
compatibilidade com tecido 6sseo e alta osteocondatle (SUCHANEKet al, 1998). E
considerada um material bioativo que permite aadstEgracao, pois forma um elo quimico
direto com o0 0sso subjacente sem a formacao d¥otébroso (TEIXEIRAet al, 2000).

Hidroxiapatita (HA) € um composto de compasigestequiometria - (Ga)PO)s(OH),

- e cristalografia definidas. A hidroxiapatita merte ao sistema hexagonal, com grupo
espacial Pgm, que € caracterizado por uma simetria perpelatica trés eixos “a”
equivalentes (@ &, &), formando angulos de 120° entre si. A sua ceitti@ consiste em
grupos de Ca (calcio), RUfosfato)e OH (hidroxila) empacotados juntos em um arranjo
(SILVA, 1999), como visto nas FIGs. 2.6 e 2.7.
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FIG. 2.6 Estrutura do cristal de HA (adaptado de NANOVA et al.,2001).

\

FIG. 2.7 Esquema da cela unitaria do cristal da HAwa escala nanométrica (SOUZA,
2010).

A cela unitaria hexagonal da hidroxiapatiantém 10 ions célcio em sitios n&o
equivalentes, quatro no sitio 1 (Cal) e seis no 8i{Ca2). Os ions calcio no sitio 1 estao
alinhados em colunas, enquanto os ions célcio tio Ziestdo em triangulos equilateros
perpendiculares a direcdo c da estrutura. Os catiorsitio 1 estdo coordenados a 6 atomos
de oxigénio pertencentes a diferentes tetraedroBQee também a 3 outros atomos de
oxigénio distantes. A existéncia de dois sitiogames calcio traz consequéncias importantes
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para a hidroxiapatita, pois suas propriedadestastia podem ser afetadas dependendo do
sitio ocupado pelo cation (RAYNAULBL al, 2001).

Os atomos de calcio e fosforo formam um goraexagonal no plano perpendicular ao
eixo cristalino de mais alta simetria (eixo c). @@s constituidas pelo empilhamento de
triangulos equilateros de fons oxigénid @ de fons célcio (&9 estdo ligados entre si por
fons fosfato. Os atomos de oxigénio dos fons hitdrestdo situados a 0.9 A abaixo do
plano formado pelos triangulos de calcio e a ligagd-H forma um angulo de
aproximadamente 30° com a direcdo C. Dos quatrocgale oxigénio que constituem os
grupos fosfatos, dois estdo situados em planospéiqulares a direcdo ¢ e 0os outros dois
séo paralelos a esta direcdo (RAYNAUEDal, 2001).

A estrutura da hidroxiapatita permite subgties catidnicas e aniénicas isomorfas com
facilidade. O C& pode ser substituido por cations metélicos taisoco PB*, Cd*, Cuf*,
Zn**, S, Cd*, F&*, etc. Os grupos fosfatos podem ser substituidoscaonatos e
vanadatos e as hidroxilas por carbonatos, fluoretotoretos. Essas substituicbes podem
alterar a cristalinidade, os parametros de redediasensdes dos cristais, a textura
superficial, a estabilidade e a solubilidade dauasta da hidroxiapatita (RAYNAULDet
al., 2001).

De acordo com SOUZA, 2010, diferentes fasesfakfato de célcio podem ser
estabilizadas ou desestabilizadas pela presencazatiens e anions, sendo ou nao
incorporados de forma significativa a estruturatatina, mas que poderiam influenciar
sensivelmente os processos de nucleacéo e cresgis@rsequente do cristal. Dentre as
numerosas possibilidades de substituicbes iOniaasstrutura da HA, apresentam extrema
importancia as substituicdes de grupos anidnicd$Alpelo fon carbonato (G£).

Chama-se hidroxiapatita carbonatada do tipdCAlA-tipo A) a apatita cujo ion
carbonato substitui o ion hidroxila (QHitio monovalente) e hidroxiapatita carbonatanla d
tipo B (CHA-tipo B) a apatita cujo fon carbonato substituiion fosfato (P¢', sitio
trivalente). As CHA-tipo B sdo semelhantes as ggma#ncontradas no esmalte dentério e no
0sso cortical. A incorporacéo de ions carbonatapadita provoca mudancas na morfologia,
parametros de rede, tamanho do cristal, deformag&aior solubilidade (ELLIOT, 1994;
LEGEROS, 1994).

A presenca de ions carbonatos na estrututdddaxiapatita provoca um aumento da
solubilidade e da taxa de dissolucéo dos cristaiaptita. Além disso, a presenca de ions

carbonato tem grande efeito na cristalinidade tfatesa e tamanho de cristal. A formacao
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de cristais menores contribui para um aumento éa superficial e da taxa de dissolucéo,
como também provoca um alargamento dos picos dacdd. Estudos mostram que a
substituicdo pelo ion carbonato gera uma granderdie® estrutural criando vacancias de
Cd" e OH. Esta desordem também reflete na periodicidadeptir®os cristalogréficos
observada pelos raios X (LEGEROS, 1991; HENCH e $@N, 1993).

Os cristais do 0sso mineral sdo de tamanhométrico e com grande area de superficie.
Estes cristais crescem em uma matriz organica digégdes frouxas de cristal para cristal.
Ao contrario, a hidroxiapatita de tamanho micromeétapresenta area de superficie baixa e
tem ligacOes fortes de cristal para cristal (SANGSIdL, 2008). Segundo FERRA& al.,
2004, a presenca do fosfato de calcio no osso éas@drma de cristais de tamanho
nanometrico de aproximadamente 5 a 20 nm de lapgur@0 nm de comprimento com uma
fase ndo-estequiométrica pouco cristalizada cont@@?", Na', F~ e outros fons.

Comparada com as ceramicas convencionaisarasteristicas da HA de fase nano,
como tamanho do gréo, tamanho do poro e molhatdidaodem controlar a interagdo com
proteinas (adsorcdo, configuracdo e bioatividaddem de modular uma adesédo
aperfeicoada de osteoblastos e funcionalidade agolprazo. Estas funcfes aperfeicoadas
dos osteoblastos séo proliferacéo, sintese detdssfalcalina e deposicao mineral de calcio
(FERRAZet al.,2004).

A topografia do tamanho do grdo nanométrica molhabilidade da superficie sédo
propriedades de materiais nanoceramicos que naensenpromovem adsorcao seletiva
aumentada da vitronectina (uma proteina que seevemddiadora para a adesdo de
osteoblastos), mas também afeta as conformacdes agoeentam as fungdes dos
osteoblastos (FERRA@t al.,2004). Consequentemente é esperado que as cesalai¢iA
nanomeétrica tenham uma melhor bioatividade do guéos cristais de HA convencionais
(KALITA et al.,2007).

Adicionalmente, os materiais de HA nanoestada podem melhorar a sinterabilidade e
a densificacdo devido a melhor area de superficigie poderia aperfeicoar a resisténcia a
fratura e outras propriedades mecanicas criticddRMGAN e RAMAKRISHNA, 2005;
KALITA et al.,2007; BANERJEEet al, 2007).

Desta forma, muitos esfor¢os tém sido faitas produzir materiais sintéticos de nano-
HA (LEGEROS, 1991), incluindo a sintese por preaifo, sintese hidrotérmica, hidrélise,

sintese mecanico-quimica e sol-gel.
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2.3.1.1 ROTAS DE SINTESE DA HIDROXIAPATITA

O pré-requisito para aplicacéo clinica da hidroxis@ na substituicdo 6ssea é preparar
pos de HA que apresentem caracteristicas dese@veis area de superficie alta, pequenos
tamanhos de grdos e baixo grau de aglomeracdo deufss, sendo todas estas
propriedades dependentes do processo utilizado (K&l 2002).

A preparacdo de HA carbonatada nanoestridueadye modificacdes nas técnicas de
sintese a fim de mimetizar estruturalmente as hiitag, tais como utilizacdo de baixa
temperatura, alto valor de pH, adicdo lenta dogamt@s e tempo de digestdo pequeno, que
contribuem para a produgdo de nano cristais détagRODRIGUES-LORENZO, 2000).
Estes parametros de sintese afetam a morfologamnanho de particula e a cristalinidade
do material e, essas propriedades influenciamadiivette no tipo de aplicacdo da apatita
(ANGELO, 2008).

Em funcdo da alta complexidade e diversificaga quimica dos fosfatos de célcio,
pode-se facilmente modificar as caracteristicasndterial variando-se o método utilizado
na sua preparacao. Por isso, a escolha e o codaaheetodologia adotada no preparo do
material sdo fundamentais para cada aplicacaoattufar final (SENA, 2004).

A HA pode ser sintetizada a partir de meigaogos (por precipitacdo em solugcao
aguosa, sintese hidrotérmica e hidrolise de otitrgfatos de calcio) e ndo aquosos (reacéo
em fase sdlida). Reacdes em fase solida geralngsram produtos estequiométricos,
cristalinos e puros, porém requerem temperatutasvamente altas por um longo tempo.
Além disso, a sinterabilidade dos pos € geralméaiga. No caso da precipitacdo em
solugdo aquosa, onde a temperatura ndo excedeClOfodem-se preparar cristais de
tamanho nanométricos. Sua cristalinidade e raz@® @gpendem fortemente das condi¢des
de preparacao. A sintese hidrotérmica, utilizamdaperatura elevada em solucdes sob alta
presséo, promove a formagéo de cristais com a#to de cristalinidade e com razédo Ca/P
préximo ao valor estequiométrico (Ca/P = 1,67) (ELT, 1994).

Segundo CUNHAet al., 2004, a sintese de HA pode ser realizada utilzaedvarias
técnicas, como a sintese por mistura mecanica dopn@cursores e outras empregando a
precipitacdo em solugcdes aquosas. Os métodos ifjmamta mistura mecanica apresentam
como vantagem a simplicidade e baixo custo, e cdesvantagem a baixa cristalinidade,

heterogeneidade quimica e instabilidade térmica.
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De acordo com os mesmos autores, os métaakeathos na precipitagdo podem ser
classificados em duas rotas mais comumente utdlizddma delas é baseada na mistura de
dihidrogeno fosfato de aménio com nitrato de céléi® Ca(NQ), + 6 (NH;) H.PO, + 8
NH4OH — Cao(POy)s(OH), + 20 NH{NO3z + 6 HO. A principal desvantagem deste método
€ a contaminacao do produto final pelo ion nitraéguerendo lavagens intensivas para a
sua remoc¢do. Um segundo processo utiliza aciddosftoico com uma suspensdo de
hidroxido de calcio. Este processo apresenta camum (subproduto a agua: 10Ca(QHt)
6H3PO, — Ca(PQ)s(OH)+ 18 HO

Estas técnicas de precipitacdo apresentarn camacteristica a influéncia de parametros
como temperatura de reacdo, concentracao e natlmezaagentes, taxa de mistura e tempo
de residéncia nas caracteristicas do produto, derbiA ndo estequiométrica, e de baixa
estabilidade térmica, que resulta na decomposigéngb da HA emy e 3-TCP.

A sintese de fosfatos de calcio via preaj@itaquimica apresenta vantagens devido ao
seu baixo custo e simplicidade. No entanto, a n@aidos procedimentos sintéticos
apresenta a formacédo de produtos ndo estequioo®gienistura de fases, que se deve a
presenca de vacancias e substituicbes ibnicas i@, réais como carbonatos,
hidrogenofosfatos, potassio, sodio, nitrato e ttor®s processos de precipitacdo consistem
na adicdo de grupos fosfatos a suspensdes quenkbanteions calcio, podendo partir de
diferentes reagentes. A reacao de neutralizacaatdiza acido ortofosférico e hidroxido de
calcio apresenta maior potencial para producdo Alauma vez que se tem apenas agua
como subproduto da reacgao (RI@0al.,2007).

Os métodos de precipitacdo apresentam vésjav@s como pH, temperatura de
obtencéo, concentracdo molar dos reagentes, taxdigho de reagentes, tempo de agitacéo,
tempo de envelhecimento e temperatura de calcin@@a@empo de envelhecimento e a
cinética de reacdo sao variaveis criticas pararezpue caracteristicas cristalograficas do
material obtido. A composicéo dos reagentes ektéioeada a pureza do material, que pode
apresentar, ou ndo, ions ndo esperados na rede, daédiferencas nas caracteristicas
morfologicas e cristalograficas. A taxa na quakemgentes sdo adicionados influencia na
taxa de nucleacdo dos cristais. A velocidade dej@oento esta diretamente relacionada a
cinética da reacdo. A adicédo lenta de ions fogfadporciona menor taxa de nucleacéo e
maior taxa de crescimento, o que implica na obtedgdparticulas maiores. Pelo contrario,
altas taxas de adicao de reagentes permitem agaoke maiores nimeros de nucleos, mas

sem que haja tempo suficiente para crescimentoate(8IGOet al.,2007).
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A formacgdo de um sdlido envolve precipitagdpartir de uma solucdo e cristalizacéo.
Estes dois processos ocorrem simultaneamente eeipifado é cristalino, mas se o sélido
obtido n&o é cristalino, a razdo com a qual taipast acontecem determina a cristalinidade
do material. Esta razdo pode ser controlada peiag@ da saturacdo da solucdo e pelo
tempo médio de cristalizacdo, que tem como par@sedr temperatura e a taxa de
gotejamento. A temperatura na qual a precipitagdprecessa tem grande importancia na
fase obtida e na conversdo de uma em outra fas@m@nho da particula e a morfologia
também séo influenciados pela temperatura. Tempagmais altas permitem a obtencéo
de pos mais cristalinos (RIG&€2 al.,2007).

AFSHAR et al, 2003, prepararam HA a partir de suspensdo dexiib de célcio
0,5M, a qual foi aquecida por 1 hora em 40°C eadgitconstantemente. Sobre ela foi
adicionada acido fosforico 0,3M a uma taxa de 2aget O pH foi controlado por meio da
adicdo de NEOH. Os resultados apresentaram particulas com folenbastdo de escala
nanométrica (50 nm) mediante a analise das midiagrde microscopia eletrénica de alta
resolucdo (MEV-FEG). A alta intensidade das banmigasarbonato ¢y em 1450-1550 cih
de acordo com os resultados de espectroscopia fdevermelho por transformada de
Fourier (FTIR), revela que alguns dos ions de cwtm sdo substituidos nos grupos de
fosfatos, indicando que o precipitado em preseecdi@kido de carbono no ar transforma-
se em HA carbonatada tipo A-B.

Em 2007, FONSECA preparou a mesma rota atiizneste estudo para obtencdo de HA
nanomeétrica produzida por precipitacdo em meio sgué solucdo utilizada para obtencéo
dos pés teve a seguinte composicdo: 0,5 M de hitlvae célcio, 0,3 M de &cido fosforico
e 1 M de &cido latico. As solugcbes foram agitaggmsadamente por 30 minutos. Em um
Becker contendo solucdo de Ca(@Hpb agitacdo constante, foi adicionada a solugdo d
C3HgO3, e mantida por 30 minutos sob agitacdo. Em seguidRO, foi adicionado
lentamente & mistura anterior e a solucdo foi angm agitacdo por 24 horas em
temperatura ambiente. A suspenséao obtida, denominadsparente, mostrou pH 3,8. Para
a obtencao de precipitados com pH 12, adicionauwsg base forte de hidroxido de potassio
(KOH). Ao término do periodo de envelhecimento, prscipitados foram filtrados em
sistema de vacuo, lavando-se abundantemente caardégpnizada até atingir pH 7. Os pés
foram secos em estufa a 60°C, desagregados emaailnmd agata e peneirados. As andlises
em difracdo de raios X (DRX) nas amostras obtiéaglaram picos definidos e presenca

majoritaria de HA. Foi observada ainda a preseactasea-TCP em amostras sinterizadas
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a 1100°C, fato este confirmado por analise de Biéte atribuido ao carater nanométrico
das particulas dos pos.

De acordo com WANG e SHAW, 2009, o métodopdecipitacdo aquosa é capaz de
sintetizar HA nanométrica. Os autores utilizaratmaio de célcio e fosfato diamodnio como
reagentes e hidréxido de aménio concentrado parstaajo pH para 11-12. O p6 foi
sinterizado a diferentes temperaturas (850 °C,°@08 1200 °C). A imagem de microscopia
eletrbnica de transmissdo (MET) indicou a morfaogias particulas com geometria
cilindrica e comprimento médio de 50 nm. A angtisi teoria de Brunauer-Emmett-Teller
(BET) indicou area de superficie especifica de 2. A andlise de imagem quantitativa
revelou o tamanho do diametro do grao nas amadtr&bA sinterizadas a 850 °C, 900 °C e
1200 °C, encontrando tamanhos de 67 nm, 83 nm em32espectivamente.

Segundo RAJABI-ZAMANIet al, 2008, a técnica mais comum para a preparacédo de
poés de HA é a precipitacdo. Entretanto, esta téamécessita de um alto valor de pH para
evitar a formacao de monofosfato de calcio e detathperatura de sinterizacdo para formar
HA cristalina. A técnica de sol-gel ndo necessdaltio valor de pH ou alta temperatura de
sinterizacdo (450°C), oferecendo uma mistura médeale célcio e fosforo que melhora a
homogeneidade quimica dos materiais resultantésn ale resultar na formacdo de
particulas nanométricas, de acordo com imagens id@snopia eletrénica de varredura
(MEV) e de transmissao (MET).

Utilizando a mesma técnica de sol-gel, SANO$H al, 2008, prepararam e
caracterizaram pés de nano HA, tendo como reageitreso de calcio, &cido fosforico,
agua destilada e amonia para ajuste do pH. O gelAdioi seco e calcinado em diferentes
temperaturas entre 200 e 800°C. Os difratogramaBRl do p6 de HA calcinado em
temperaturas até 600°C apresentaram apenas pidaad,denquanto os resultados dos pos
tratados termicamente a 700 e 800°C apresentar@m principalmente de HA, com picos
menores de CaO. Através da analise de MET, forarortrados tamanhos de particulas
entre 20 e 60 nm.

Analisando o método de sintese de HA nartatina por precipitacdo aquosa, foram
utilizados o nitrato de célcio e o fosfato diamowmmo fontes de célcio e fésforo, e
hidréxido de aménia como solugdo de ajuste de p#i.a@ores observaram através da
analise de MET que as micrografias do pé de HAsaditetratamento térmico apresentaram
particulas esféricas com tamanho entre 8 e 20 nmand® a temperatura aumentou para

1200° C, as particulas de HA chegaram entre 40 en5@om morfologia hexagonal. O
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tamanho do grdo aumentou gradualmente de tamardmulguwa amostra foi aquecida de 100
a 1200° C. A fase da HA néo foi transformada emasuflases de fosfatos de calcio, quando
a amostra foi aquecida a temperaturas acima de’ 1208e acordo com a analise de DRX.
(MOBASHERPOURet al, 2007).

Em um estudo comparativo entre a HA converati@ a HA nanoestruturada, foram
encontradas, através da andlise BET, particulas’dde 31 nm na amostra de HA nano e
7400 nm na amostra de HA convencional. A HA nancifttetizada através do método de
precipitacdo quimica seguido por um tratamentookédmico por duas horas a 200 °C. Os
reagentes utilizados, nitrato de calcio e fosfatauohonio, foram adicionados lentamente a
taxa de 3,6 ml/min. O hidréxido de amonio concetdroi utilizado para manter a mistura
em um pH de 10. De acordo com os autores, durantatamento hidrotérmico, uma
cristalizacdo alta pode ser alcancada a tempesatalativamente baixas, mas sob pressao
maior que a atmosférica, resultando em HA cristialide tamanho nanométrico
(BALASUNDARAM et al.,2006).

Atraveés das andlises de FTIR e DRX, foi addia sintese de HA carbonatada obtida
pelo método por precipitacdo aquosa. Foram utidigaikido de calcio e nitrato de calcio
como os reagentes de calcio e acido fosforico caragente de fésforo. Os ions carbonato
foram introduzidos utilizando hidrogenocarbonato deménio (NHHCO;) e
hidrogenocarbonato de sédio (NaH§OA decomposicao significante dos poés de HA
carbonatada (tipo B ou AB) foi observada quandoarforaquecidos a 800 °C.
(SLOSARCZYKet al.,2005).

Através de estudos realizados para a simes¢élA pelo método de precipitacdo
homogénea, foram utilizados cloreto de célcio,ditdgeno fosfato de amdnio e hidroxido
de am6nio como reagentes. As reagdes foram coratuai®5 e 70C por 1 e 7 horas. Os
granulos formados foram calcinados a ®@or 1 hora.. Segundo os autores, a reacao,
realizada em meio amoniacal, diferencia-se do peacetilizando o nitrato de célcio pelo
emprego de cloreto de célcio. A vantagem da utifivadeste reagente deve-se a maior
facilidade de lavagem dos ions cloreto, quando ematp aos ions nitrato. O resultado de
guantificacdo de fase, obtido pelo refinamento ggveld dos dados de DRX revela que a
amostra foi constituida por cerca de 81% de HA% #@3-TCP (concentracdo em massa).
As curvas de distribuicdo granulométrica mostrame Q8 pos obtidos apds calcinacao
apresentam-se na forma de aglomerados, constitpimoparticulas submicrométricas, de
acordo com as micrografias de MEV. (CUNIdAal.,2004).
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A sintese de nano-HA foi estudada atraeesrddiacdo com microondas. Uma mistura
estequiométrica de cloreto de célcio e fosfatoddiosfoi moida e colocada em uma vasilha
de Teflon. O tempo de irradiacdo no forno de misdas foi de 30 minutos. De acordo com
0s autores, o0 tempo de reacdo € menor e mais etmndm método de irradiacdo com
microondas, produzindo grandes quantidades de ptade-HA. A presenca de carbonato
foi confirmada por FTIR. A andlise de DRX do po6 fdé encontro com as fichas
padronizadas de HA. As imagens de MEV apresentaagragados de particulas com
tamanho esférico. A andlise de MET apresentou mdg#io de particulas irregulares
esféricas com tamanho de aproximadamente 100 niRHP&t al., 2004).

Analisando o0 método de precipitacdo aquosa paintese de HA nanométrica, foram
utilizados nitrato de calcio e acido fosférico comateriais precursores. Através da analise
por DRX, foi verificada a fase Unica da HA e atsada analise de medida de superficie
(BET), foram verificados tamanhos de gréos de apradamente 60 nm e area de
superficie de 62 ffg. As ceramicas de HA foram obtidas sinterizanslp@s a temperaturas
de 1000 a 1200 °C. A fase da HA foi decompostan€nCP quando sinterizada a 1300 °C
(KONG et al, 2002).

As rotas de sintese citadas nesta revisao apresentadas, de forma resumida, na TAB.
2.3.

TAB. 2.3 Rotas de sintese, condi¢des e caractexdas morfologicas da HA.

Condicoes
(Reagentes, Tamanho da o
Rota ] Referéncia
Temperatura) particula

Precipitagcdo | Nitrato de calcio e

por solucéo acido fosforico (1000 aj 60 nm (BET) KONGet al, 2002
aguosa 1200°C)
. Hidroxido de calcio,
Precipitacdo | .
acido fosférico e 50 nm (MEV- AFSHARet al,
por solucao o .
hidréxido de amonio FEG) 2003
aquosa
(1200°C)
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Precipitagcéo

Hidréxido de célcio,
acido fosférico, acido

Nanométrico

por solugéo . o ' FONSECA, 2007

latico e hidréxido de (DRX /Rietveld)
aquosa o

potassio (1100°C)
Precipitagcdo | Nitrato de calcio,

. 40 e 50 nm MOBASHERPOUR
por solucao fosfato diamonio,
. (MET) et al, 2007

aguosa amonia (1200°C)

Precipitagcéo
por solucao

aguosa

Nitrato de calcio,
fosfato diamonio,
amonia (850, 900 e
1200°C)

67 nm, 83 nm e
732 nm (BET)

WANG e SHAW,
2009

Precipitagcéo

Cloreto de célcio,
dihidrogeno fosfato de

Submicrométrico

CUNHA et al, 2004

homogénea | amoénio e hidroxido de| (MEV)
amonio (800°C)
Irradiac&o Cloreto de calcio e
com fosfato de sédio (30 100 nm (MET) PARHEt al.,2004
microondas min)

Precipitacédo
seguida por
tratamento

hidrotérmico

Nitrato de calcio,
fosfato de amonio,
hidréxido de amonio
(200°C)

31 nm (BET)

BALASUNDARAM
et al, 2006

Nitrato de calcio, agua,

Nanomeétrico

RAJABI-ZAMANI

Sol-gel pentoxido de P, etanol
(MET) et al, 2008
(450°C)
Nitrato de calcio, acido
fosforico, agua SANOSHet al,
Sol-gel _ . 20-60 nm (MET)
destilada e amonia 2008

(200-800°C)

A preparacdo da HA com nanoparticulas indiaisl (sem agregados) € um problema

atual da induastria da nanotecnologia. O controbgeso tamanho e a morfologia é pobre nos
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diversos métodos de sintese de hidroxiapatita. ddmacdo de aglomerados, particulas
pequenas tendem a se agregar, reduzindo a engrgi¢otal do sistema. Mesmo quando as
particulas primarias tém forma esférica e tamaniufrmes, dependendo do tipo do
processamento e das forcas envolvidas, os aglooserpddem apresentar orientacfes
preferenciais de particulas.

Quando ocorre a formacdo de aglomerados, rsidbeEle de empacotamento das
particulas varia de regido para regido da amobloaentanto, a distribuicdo do po é
essencial para determinar os mecanismos de desific especialmente nos casos onde a
tensdo desempenha um papel importante, tal comms® @a sinterizagdo a alta pressao
isostatica.

Grupos de particulas fracamente ligadas posensomportar como pseudoparticulas
maiores chamadas aglomerados. No caso de pés cesd@xitremamente finos, a densidade
de empacotamento é geralmente muito baixa. Umapakssiveis razfes para isto € que as
unidades de empacotamento basicas sdo aglomenadss (dgregados de baixa densidade
formados durante a sintese do p0). Esses agregadssem a custa do acumulo, em
posicoes aleatdrias, de pequenas particulas emnrapio browniano em torno de um
nacleo original e sdo auto-similares com o aumatcseus tamanhos, comportando-se,
portanto, como fractais (VASCONCELOS e PINTO, 1997)

De acordo com estes autores, um algoritmdabgs simples para a simulacdo
geométrica de um aglomerado de particulas podetiieado considerando-se que existam
forcas atrativas entre as particulas (forcas dedearWWaals ou eletrostéticas, por exemplo),
as quais sao responsaveis pela interrupcdo da raotagéo de cada particula. A FIG. 2.8

apresenta um aglomerado bidimensional simuladoessa algoritmo.
‘ '“‘ f,faf

FIG. 2.8 Aglomerado bidimensional simulado em um abiente de computacéo gréfica
e modelagem de sélidos (VASCONCELOS e PINTO, 1997).
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Caracteristicas de fluxo de particulas miitas sdo também afetadas pela aglomeracao
de particulas. Com a finalidade de criar graos flaneem livremente, essas particulas sédo
comumente aglomeradas em formas e tamanhos repmeidwtraveés de alguma técnica de
granulacdo adequada. Apesar de grande incidéngasigenas nos quais alguma forma de
aglomeracao ocorre, 0s mecanismos que governama isnacao, os quais dependem das
forcas entre as particulas, aglomerados e paresegetipientes, sdo, em geral, pouco
conhecidos (SIMONS, 1996).

Com o objetivo de superar o problema com #&nagracdo das particulas de
hidroxiapatita, alguns surfactantes tém sido @tilizs como mediadores (SUPOVA, 2009).
Os surfactantes sdo uma classe de compostos geigepoga propriedade de reduzir tensdes
interfaciais. A palavra surfactante deriva da esgdie inglesa “surface active agent”. Em
geral, sdo constituidos por um grupo polar (cakhsgar) e uma cadeia, ou duas, de
hidrocarbonetos ndo polares (parafinicas). Quamnkmldidos em agua, ocorre a formacdao,
ou auto-associacao, de agregados entre 0s grupogsofgtes e a agua por meio de forcas
eletrostaticas. Tais agregados sdo denominadodasiia#o latim “pequenos agregados”
(VIANA, 2008).

De acordo com Qlet al, 2008, o polimero polivinilpirrolidona (PVP) é wsurfactante
gue pode desempenhar um importante papel na sidée$¢A como estabilizador para
retardar o crescimento do cristal ou prevenir agl@gpao. Devido a sua alta complexidade,
propriedade de adeséo, ndo toxicidade e solubdidsd agua e na maioria dos solventes
organicos, o PVP tem sido amplamente utilizado émos setores da industria, como
medicina, farmacologia e industria téxtil. Os aesosintetizaram HA na presenca de PVP a
5% e os resultados de FTIR indicaram bandas caistitas do PVP (2700 — 3100 &n
mesmo depois das amostras com PVP terem sido Evaa adgua e alcool. Os autores
concluiram que o PVP apresentou alta afinidade aéiA.

O PVP é considerado um polimero eco-amigguel tem sido utilizado como um
material ligante nos sistemas do grupo carbonilB\B e o grupo hidroxila da HA. Durante
a degradacéao do polimero, foi verificado que aoudhs de HA parecem exercer uma agao
catalitica (MENDESet al,, 2010).

O PVP contém um anel lactama que é uma gartenidade monomérica de repeticdo. A
alta polaridade do anel pode ser atribuida a &stabilizacdo de ressonancia, facilitada pela
geometria planar do anel. (AMORI®t al.,2006). As unidades catidnicas (N-C=0) deste

polimero no anel lactama e estes grupos polarée esivolvidos para a associacdo com
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moléculas de &gua através da ligacdo de hidrogé&hi@associacdo do anel lactama
(especialmente, com o grupo carbonila) do PVP cagua tem sido observada através de
estudos de viscometria e espectrofotometria (KHASWL., 2006). A férmula estrutural
deste polimero é apresentada na FIG. 2.9 e o0 espeatregidao do infravermelho é

apresentado na FIG. 2.10.

T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Nimero de onda (cm’')

FIG. 2.10 Espectro na regiao do infravermelho par@ PVP (AMORIM et al., 2006).

Fibras de HA foram produzidas por combinagas técnicas de electrofiacao e de sol-
gel. O sistema sol-gel utilizado teve o nitrato addcio tetrahidratado e o pentéxido de
fésforo, como precursores de célcio e fésforo, eaettpamente. As fibras foram obtidas por
electrofiacdo de misturas de solucdes de PVP edlloolgtido. Apds sinterizacdo das
membranas produzidas por electrofiacdo, obtivemmano e microfibras de HA com
diametros no intervalo de, aproximadamente, 60 dmra. O PVP utilizado teve influéncia
na forma, promovendo a formacao de fibras de HAsrogindricas. O PVP apresentou as
bandas caracteristicas a 2950, 1656, 1459 e 1288 amrespondentes a C-H, C=0, C-H
(grupos ciclicos) e C-N, respectivamente. A memdraio sinterizada apresentou as bandas

citadas para o PVP, bem como a banda a 380 maultante da deformacado simétrica do
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grupo hidroxila presente na HA. Verificou-se, ignahte, a presenca das bandas a 600 cm
e 1100 crit, caracteristicos do grupo fosfato da HA. Todaswigsas bandas caracteristicas
da HA foram mascaradas pelas bandas do PVP. \@riie, para temperaturas de
sinterizacdo de 600°C e 700°C, a existéncia deeCa€p-TCP nas fibras de HA. O estudo

realizado revelou a substituicdo de ions fosfatoquus carbonato, sendo uma HA do tipo B
(FRANCOet al, 2010).

Através da sintese hidrotérmica, foi prodazidno-HA em presenca de PVP. Nitrato de
calcio e (mono) hidrogenofosfato de sodio forantizaiiilos como reagentes e o PVP foi
adicionado as solucdes sob agitacdo durante 3Qtasintm seguida, a mistura foi levada a
autoclave e aquecida a 180 °C por 24 horas. A sgéperesultante foi lavada com agua
destilada e etanol durante varias vezes e seca°€ §r 12 horas. A analise de DRX
apresentou picos caracteristicos de estruturalingtde HA pura. As imagens de MEV e
MET demonstraram que as particulas de HA apresamtaidmetro de 20 — 25 nm. O papel
do PVP, de acordo com os autores, deve-se a doregaefeito espacial e efeitos de ligacéo
de hidrogénio e eletrostatica. Devido aos grupodrokila estarem localizados
abundantemente na superficie do cristal de hidpaxii@, a ligacdo de hidrogénio é formada
entre o PVP e a HA, prevenindo a aglomeracédo déisylas (DUet al.,2009).

Nano-HA esférica foi sintetizada utilizandtrato de calcio (Ca(Ng),.4H,0) e fosfato
de amoénia (NE)3P0O,.3H,0) como reagentes e polivinilpirrolidona (PVP) comediador.

A solucdo de PVP foi gotejada na solucédo com ogerdas e deixada por cinco dias sob
temperatura ambiente. Os depdsitos obtidos foraatdtss por trés a quatro vezes com agua
destilada e duas vezes com alcool absoluto, foiltnadbs e depois secos em temperatura
ambiente por 24 horas. As imagens de MET demoastrgue, quando ndo havia PVP ou
guando esta concentracdo era extremamente balXB/4}), as amostras obtidas ficavam
seriamente aglomeradas e a forma era floculadand@ua concentracdo de PVP aumentava
(0,01 — 1%), a aglomeracdo das particulas reduzafema dos granulos passava de
floculada para esferdide. Quando a concentracaalerdl — 3%), as formas das amostras
eram principalmente esferdides com 30 — 50 nm denelro, enquanto que nas
concentracbes muito altas (3 — 5%), as formas esferdides e o tamanho das particulas
era quase o mesmo, entre 40 e 50 nm. A andliseRdeitdicou que as caracteristicas dos
picos correspondem a da HA e que a HA sintetizadprasenca de PVP teve picos mais
baixos e mais largos, quando comparados com a Hi&tiziada na auséncia de PVP. A

analise de FTIR comprovou que a medida que a ctnragdo de PVP aumentava, a
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intensidade das bandas de absorcdo dos gruposfdaeof@icava mais baixa e mais larga,
indicando que a cristalinidade da HA diminuia aoméimente quando o conteudo de PVP
aumentava (QIl&t al.,2008).

Nanoparticulas de HA foram sintetizadas a°G0através de uma rota biomimética
utilizando Ca(NQ@). -4H0, HPO,, e NH,OH. O PVP foi utilizado como agente de
nivelamento para regular a nucleagao e o crescinsmtcristal de HA. Os resultados de
DRX combinados com MET de alta resolucéo indicaagmesenca de uma fase Unica do po
de HA obtida em apenas uma etapa. A adicdo do Bu¥itdu o crescimento preferencial
da HA nanocristalina através do eixo 002. Foranoeinados cristais de HA com 10-20 nm
de didmetro e 250-300 nm de comprimento. Atravéarddise de FTIR, péde-se concluir
gue o efeito do PVP no cristal de HA (formandodiis de hidrogénio em um estagio mais
cedo de reacao) funcionou na morfologia do cristeds ndo na fase de composicdo do
produto. O potencial zeta aumentado na amostrad&a€) demonstrou que a interagcéo entre
o PVP e a HA ocorreu principalmente no estagio @rionde reacéo, estando de acordo com
os resultados de FTIR. Os autores relataram quéRof& introduzido no trabalho devido
ao grupo imida (N-CdO) na sua estrutura, que exatgém na estrutura molecular do
coldgeno, para ajudar no entendimento do procesdoiaiineralizacdo (ZHANG e LU,
2008).

A selecao e avaliacdo de qualquer materialigpositivo para uso em humanos requer
um programa estruturado de avaliacdo. Para gariio produto final se comporte como
pretendido e seja seguro, este programa deve rirtelsies fisico-quimicos, mecéanicos e
biolégicos e avaliagbes pré-clinicas dos materss@gundo as normatizagbes da ISO
(International Organization for Standardizatip(GRANJEIRO, 2010).

Em 2005, CRUZt al.,realizaram um estudo para analisar por meio de Mi@&rentes
tipos de particulas dos seguintes substitutos 858880 bovino organico e inorganico, 0Sso
humano descalcificado, congelado e seco e de hagratita. A analise morfolégica das
particulas foi realizada pelo método visual comugilao do MEV. As particulas de 0sso
humano e 0sso bovino orgénico esponjoso mostragatipeas de osso trabecular com
maior porosidade do que as particulas de osso iogyéartical e inorganico. As particulas
de HA ndo apresentaram porosidade. Os autoresud@rl que as particulas dos oito
substitutos 6sseos foram irregulares e diferiraemtjua presenca de porosidades.

CONZ et al., 2005 caracterizaram seis hidnpaiitas granulares para aplicacdo em area

meédico-odontolégica como material de enxerto. Aactmrizacdo fisico-quimica foi
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realizada por meio de MEV, DRX, FTIR e analise deaauperficial especifica (BET). Os
resultados mostraram que apenas um dos produtesatearacterizagdo perfeitamente de
acordo com a especificacdo do fabricante: tamaehpadiculas entre 250-600um, area de
superficie de 84,5 iy e baixa cristalinidade. Os autores relataramaguporos aumentam
a area de superficie do material, porém o aumemtiemperatura de sinterizagcdo provoca
uma reducdo da porosidade das bioceramicas, alertque este parametro deve ser
criteriosamente utilizado com o objetivo de produmais ou menos porosidade em um
determinado material. Segundo os autores, os p&a@s e cristalinidade, area superficial e
composicdo podem ser usados para estimar a biaddgidade da HA e como critério de
controle de qualidade desses materiais.

Em 2008, DALAPICULA e CONZ caracterizaramssbiomateriais de enxerto 6sseo,
sendo cinco de origem xendgena e um de origem ra0gR analise da distribuicdo
granulométrica das amostras foi realizada peloipgnento em peneiras com passagem de
125 ym até 1.000um. ApoOs a passagem nas peneiras, foi realizadasagee dos
biomateriais dentro da faixa granulométrica, polsibhdo a verificacdo da distribuicdo
granulométrica das amostras. O resultado demongueutodas as amostras, exceto uma,
eram constituidas de HA com diferentes intensidagescorporacdo de carbonatos, com
diferentes faixas granulométricas, area de superfi@riando de 0,18 iy a 81,4 Mg e
cristalinidade variando de baixa a alta, demondtrafue apesar da semelhanca de suas
composicdes, 0s biomateriais analisados apresentgrande diferenca de parametros
fisico-quimicos. De acordo com os autores, as @mdades fisico-quimicas sé&o
responsaveis pela integracdo dos biomateriaiscaoteivo e devem ser sempre avaliadas
antes de serem utilizados em pacientes, apos aagi de testes em laboratoérios e,
preferencialmente, em animais.

Diante do exposto, € natural dentre os psadores a busca ndo apenas por um enxerto
0sseo ideal, mas também por formas alternativaecelkerar a neoformagéo 6ssea no local

enxertado, melhorando também a qualidade 6ssearneufa.
2.4 ALBUMINA BOVINA SERICA
A interacdo de proteinas com superficiegladlinorganicas é a chave para aplicacdes

importantes e atuais. A investigacdo da adsorcaprdiinas em superficies solidas é

importante para varias aplicagdes bioldgicas, dammo implantes artificiais, estratégias de
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purificagdo de proteinas, biosensores e sistemédibatacdo de farmacos (DUNN& al.,
2010). De acordo com os mesmos autores, a forgaapa direcionada para adsorcdo de
proteinas € a interacdo hidrofobica, apesar daibaoigfio eletrostatica e das forcas de van
der Waals também desempenharem seus papéis.

A hidroxiapatita apresenta alta afinidade pateinas (TANAKAet al, 2007). Quando
um material € implantado, as proteinas presentedluido biolégico adsorvem nele
rapidamente, resultando em uma monocamada entrateriah implantado e o fluido
biologico. Acrescido a este fator, surgirdo intées;com diferentes tipos de células.

A tendéncia das moléculas de proteinas ewnaslsa superficies sélidas é determinada
por varios fatores, incluindo pH, temperatura, pesfades da proteina e caracteristicas da
superficie do material. A estrutura morfologicanooo tamanho dos graos, também poderia
influenciar na interacdo do biomaterial com o memebiente biologico. Considerando que
as proteinas agem como um contato entre a supedfidmplante e aderindo célulasvivo,

a adsorcdo de proteinas especificas sobre os amteriplantados pode ser um fator
importante para o aumento da adeséo de osteobtesasiperficies do implante.

A albumina bovina sérica (BSA, pl=4.8; PM=B® Da; tamanho de 11.6 x 2.7 X
2.7nm), proteina principal do sangue, € frequentéenatilizada como uma proteina de
referéncia durante os experimentos de adsorcdo (K3A&KI et al, 2003).

VILLARREAL et al., 1998, avaliaram o efeit@ @interizacdo de diferentes superficies
de fosfato de calcio na adsorcédo de proteinas estmblastos. Utilizando 1 mg/mL de
solucao de albumina, a proteina adsorveu seletivieemas superficies de fosfato de célcio.
No estudain vitro, utilizando células osteoblasticas, ndo houve reéapEstatistica entre as
células cultivadas sobre a hidroxiapatita sintelaza a brushita sinterizada apos oito dias de
incubacédo. Entretanto, foi observada uma produgiprdteina estatisticamente mais alta
guando as células foram cultivadas sobre as suoariile corpo verde de fosfato de célcio,
comparadas com as superficies de fosfato de c&lokerizado, sugerindo a possivel
influéncia dos tratamentos térmicos das superfidiesfosfato de calcio na sintese de
proteinas. A baixa atividade de fosfatase alcadina alta producdo de osteocalcina nas
superficies de fosfato de célcio sinterizado sugerique as células cultivadas sobre as
superficies de fosfato de célcio sinterizado difel@ram-se e mineralizaram-se em uma
proporcdo mais rapida que as células cultivadasesab superficies de corpo verde de
fosfato de célcio. De acordo com os autores, efteedca na proporcéo de diferenciacéo e

mineralizacao pode ser atribuida a adsorcao saldgvproteina. A composicao estrutural e
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quimica das superficies de fosfato de calcio exertosa papel importante na direcdo da
expressédo das caracteristicas dos osteoblastos.

Nanoparticulas de hidroxiapatita foram prodagz utilizando a BSA durante a sintese
biomimética. Os resultados de MET apresentaranicpés de HA com tamanho de 30-40
nm e morfologia acicular e com 6timo grau de dliisitdade, como exigido para aplicacdes
biomédicas. Através da analise de DRX, as pargalgaHA sintetizadas com 0,5% de BSA
revelaram a presenca dos principais picos conhecfdhl), (002), (112) e (202). Os
resultados de FTIR demonstraram bandas refereosegrapos hidroxila e fosfato e bandas
amplas (3700-3500 ¢ e mais estreita (1630 c¢ihde agua adsorvida, presentes em
apatitas biolégicas. A banda em 1385 twonfirmou a presenca do grupo amida da BSA.
As bandas presentes em 1092’crh046 cnt e 631-560 ciconfirmaram a presenca dos
ions fosfato (NAYARet al., 2006).

Em 2008, MAVROPOULOS®t al, avaliaram a capacidade de adsorcdo da BSA apds
tratamento térmico. Amostras de HA sintetizadas peétodo de precipitacdo em solucao
aguosa foram tratadas termicamente a 300, 50090002 1100°C e foram incubadas com a
BSA em uma propor¢cao de 80 mg BSA/g HA. Uma aligulit sobrenadante foi analisada
por espectrometria de UV. A area de superficie doalisada pelo método BET. Os
resultados demonstraram que o tratamento térmiogaade 900°C provocou um aumento
de 20 a 30% no tamanho dos cristais de HA, dimiruidrea de superficie e a taxa de
adsorcéao a BSA.

Em 2011, MAVROPOULOSt al, avaliaram a capacidade de adsorgéo e bioatividade
da BSA a superficie de HA, sintetizada pelo méte@recipitacdo em solugdo aquosa em
forma de p6 e em discos. Tubos contendo 0.1 g desidAriplicata foram incubados em
solucédo de 2mg/mL de BSA e agitados durante 24shar@7-C. Apos este periodo, uma
aliquota do sobrenadante foi retirada e analisadaés de espectrometria de ultravioleta-
visivel (UV-VIS). Para analisar a dessor¢cédo de B&Aamostras foram imersas em solucao
tampdo de fosfato, agitadas novamente durante 24she analisadas através de
espectrometria de UV-VIS. O teste de bioatividadeitro foi realizado através da imersao
do material na solucéo chamaiaulated body fluigSBF) que é acelular, livre de proteinas
e apresenta pH 7,4. O aumento na concentragao sfidfocausou uma diminuicdo da
adsorcao da BSA a superficie de HA, sendo atribaidfinidade dos grupos de fosfato aos
sitios de calcio da HA. Nao houve dessorcdo da B&Pamostras de HA. A bioatividade na

superficie de HA coberta com BSA foi menor do qasuperficie de HA sem a adsor¢éo de
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BSA. As bandas de carbonato verificadas pela andbisFTIR (872 cih 1419 cnit, 1445
cm'l e 1478 crif confirmaram que a camada de BSA sobre a supediécteA foi capaz de
induzir o recobrimento de apatita carbonatada par§icie do disco de HAA FIG. 2.11,

cedida pela autora, representa a estrutura da BSA.

FIG. 2.11 Estrutura da BSA (cedida por MAVROPOULQOS,2009).

Desta forma, mostra-se oportuno avaliar @a@de da albumina bovina a hidroxiapatita

sintética nanomeétrica.

2.5 TECNICAS DE CARACTERIZACAO DA HIDROXIAPATITA

Difracdo de raios X

Trata-se de uma das principais técnicas detizacao de materiais, muito utilizada na
area de biomateriais, identificando fases crisaalirE um fendémeno de interacdo entre a
radiacdo eletromagnética e a matéria ordenada.aids X s&o produzidos a partir do
bombardeio do anodo por elétrons do catodo, acklsnaor alta voltagem.

Para se obter a difracdo € necesséario quenpraimento de onda da radiag&o incidente
seja da mesma ordem de grandeza do espacamemtiadmtieo do material analisado, da
ordem de angstroms, com condicdes geométricas qtisfagam a Lei de Bragg
(FORMOSO, 1984).

O feixe difratado pode ser percebido por aetes e os difratogramas sao obtidos e
comparados com os sistemas cristalinos catalogawlivdéernational Center for Diffraction
Data (ICDD), antigo Joint Committee of Powder Diffraction Standar@@@CPDS) da
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American Society for Testing and MaterigdSTM). Tratamentos matematicos possibilitam
a identificagdo precisa dessas fases, do grauistalicidade do material e do tamanho
meédio dos cristais (LENNINGER, 1998). Analisandopisos, pode-se identificar pelo seu
alargamento a diminuicdo de cristalinidade. Poréncarater nanomeétrico das particulas

também demonstra alargamento dos picos (FONSEQX,)20

Refinamento pelo método de Rietveld

O método de Rietveld é uma técnica de refardmda estrutura cristalina em que a
diferenca entre o difratograma calculado com basgarestrutura cristalina e o difratograma
observado € minima possivel, ou seja, a conver@éseja alcancada. O objetivo € a
guantificacdo das fases cristalinas.

O modelo estrutural adotado por Rietveld unolarios tipos de parédmetros. Os
parametros da estrutura cristalg@o: coordenadas (X,y,z) da posi¢cdo dos atomoéluka c
unitaria; deslocamentos vibratérios dos atomos;sidade ocupacional das posicoes
atdbmicas; dimensfes (a,b,c) da célula unitaria gulés @.p,y) entre os vetores. Os
parametros do perfil das reflexdsfio: largura das reflexdes, assimetria e forma. Os
parametros globaisdo: a funcdo de fundo que engloba o comprimentinda ¢1, a2) e 0
zero da escala2Os parametros da intensidade incluem o fatosdal®, que ajusta a altura
de todas as reflexdes do difratograma observadop@&ametro de correcdo da orientacédo
preferencial dos cristalitos da amog®&NA, 2004).

A andlise de Rietveld é realizada atravéajdste dos dados de difracdo por um modelo
matematico fenomenoldgico, que utiliza o método dusimos quadrados visando a
minimizacéo do residuoyRkdado por:

Ryog= Z Wi (Yi - vei)’, onde y e yi sdo respectivamente as intensidades observadas e
calculadas na escala 2, &vum fator de peso da distribuicdo e x é o vetoedsional cujas
coordenadas séo os parametros a serem refinad@sN®(O1995).

A adocdo de um modelo adequado e a qualidiadalifratograma sdo requisitos
essenciais para obtencdo de um ajuste perfeitefmamento. Por exemplo, largura das
reflexdes individuais do difratograma é fortememfiuenciada pelas caracteristicas do
equipamento, que introduz um componente instrurhecttiga determinacdo é necesséria

guando se pretende calcular tamanho e as tensdesistalitos (SENA, 2004).
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Espectroscopia de infravermelho por transformadacdeier (FTIR)

A analise pelo FTIR pode revelar os gruposcifonais e modos vibracionais na
molécula, tipos de substituicdo possiveis de ocara cristalinidade. E uma ferramenta
valiosa para complementar as informacgdes obtidagnsaios de difracdo de raios X.

A radiacdo de infravermelho (IV) corresporsleparte do espectro eletromagnético
situada entre as regides do visivel e das micr@n@afato de cada grupo funcional
absorver uma dada frequéncia caracteristica perqute por meio de um gréafico de
intensidade de radiacdo versus frequéncia, o espeetlV, seja possivel caracterizar os
grupos funcionais de um padrdo ou de um materiatatdecido (CIENFUERGOS e
VAITSMAN, 2000).

Acessorios como o ATRAftenuated Total Refletanc@ermitem uma maior energia
superficial no sistema, com isso a resposta doctbetelo espectrdmetro IV-TF é maior,
resultando em uma maior sensibilidade (CIENFUERG®S/AITSMAN, 2000). A
aquisicdo de dados pelo método de refletancia aifaermite analisar a superficie do
material de forma ndo destrutiva, podendo-se detéebres na ordem de uma parte por
milh&o dos compostos presentes (HENCH e ETHRIDGBE2)L

A espectroscopia no infravermelho permitenidiear algumas substituicbes ou
alteracbes importantes na composicdo da HA, p&tioente nos grupos fosfatos e
hidroxila. Essas informacdes sdo obtidas pela a@it dos modos de energia vibracionais
destes grupos moleculares dentro da estruturaddides Pode-se diferenciar a substituicdo
dos grupos OHe (PQ*) pelos grupos (C§J) por meio da presenca de bandas em 873,
1465, 1534cm-1 e 874, 1420, 1455cm-1, respectiveen(&hLIOT, 1994)

Adsorcdo gasosa pela teoria de Brunauer-EmmeyT&EET)

A éarea especifica (area por unidade de massafitui 0 somatério das areas especificas
externas e internas dos grdos de hidroxiapatitadrda especifica estd intimamente
relacionada com outra grandeza, o volume porodarfwde vazios por unidade de massa).

A guantidade de moléculas adsorvidas, formando unmocamada na superficie de um
solido, pode ser utilizada para calcular a sua éspeecifica. Normalizada em relacdo a
massa, esta quantidade é chamada de capacidadendaamada, sendo definida como a

guantidade de adsorbato que pode estar contida monacamada totalmente preenchida
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na superficie de 1g de salido.

A analise de Brunauer-Emmett-Teller (BET)responde a extensdo da isoterma de
Langmuir para a adsor¢cdo de multicamadas. Quandquacdo BET é verificada, um
gréfico de P/V(P— P) vs. P/RPdevera representar uma reta. A partir dos coetieselinear e

angular dessa reta, é possivel calcular G.e V

P _ 1 _(C-P
V(P,-P) V_ C V,CP,

V — volume do gas adsorvido a presséo P, onde® < P
Vm — volume de gas adsorvido na monocamada (expnessmesmas unidades de V);
Po — pressao de saturacdo do adsorbato gasoso, erégunp a que é efetuado o ensaio;
C — constante relacionada exponencialmente conalogses de adsorcéo e de liquefacdo do
gas;
C= g 9L IRT

0a— calor de adsorc¢do na primeira camada;
gL — calor de liquefacdo do adsorbato em todas aasocamadas.

Qualquer vapor condensavel e inerte podeitderado no método BET. No entanto, as

medicbes sdo mais precisas com moléculas menesdéricas (CAPT 5., 2010).

Microscopia eletrdonica de varredura (MEV)

O principio de funcionamento do microscépietrénico de varredura envolve a
interacdo entre elétrons e matéria, que resultararainal que € captado por um sensor. Um
feixe de elétrons gerado em um canhdo é colimado ym conjunto de lentes
eletromagnéticas que agem como condensadores.oDdatrcoluna de alto vacuo, os
elétrons gerados a partir de um filamento de témjst por aplicacdo de corrente, sédo
acelerados por uma diferenca de potencial entoeloa¢ anodo entre 0,3 keV a 30 keV. O
feixe gerado passa por lentes condensadoras queerado seu diametro e por uma lente

objetiva que o focaliza sobre a amostra. Logo admé&nte objetiva existem dois estagios
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de bobinas eletromagnéticas responsaveis pela duaaredo feixe sobre a amostra
(MANNHEIMER, 2002).

Como consequiéncia, uma série de sinais édamndos quais se destaca inicialmente
elétrons secundarios. Estes elétrons sdo captadtosnp detector cuja resposta modula o
brilho de um tubo de raios catddicos, e que édamm sincronismo com o feixe eletrénico
(OREFICEet al, 2006). Portanto, a cada ponto da amostra camegpum ponto da tela, e
nele € mapeada a resposta do objeto ao feixe dagia O aumento € obtido pela relacédo
entre a area varrida sobre a amostra, e a aredaddottubo (ALBUQUERQUE, 2004).

Com a microscopia eletrénica de varredur&mbs imagens de superficies polidas ou
rugosas, com grande profundidade de campo e albéugdio, possui facil interpretacdo das
imagens, com aparéncia tridimensional, aquisicdo sileal digital, possibilitando
processamento dos sinais e manipulacao e procesgadas imagens (FONSECA, 2007).

A fonte de emissdo por efeito de campo (FEGield Emission Guntem como
principio basico de funcionamento a criacdo de cmmglétricos intensos em formas
pontiagudas. Permite a ampliacdo da superficie erarths de milhares de vezes com uma
pequena voltagem de aceleracdo de elétrons, redusifeitos de acimulo de cargas na
superficie de materiais isolantes e a profundidéelepenetracdo do feixe em algumas
dezenas de nandmetros (SENA, 2004).

Microscopia eletronica de transmissao (MET)

A microscopia eletrbnica de transmissdao (MET)ma técnica altamente eficaz para a
observacdo direta de estruturas, formando imagensigeis atdmicos. A emissdo de
elétrons pelo catodo permite a formacéo da imagewbgeto na objetiva quando defletidos
por lentes eletromagnéticas, e, de maneira sentellangue ocorre no microscopio optico,
a condensadora focaliza o feixe no plano do obfetto fato dos elétrons serem facilmente
desviados pelo objeto, é necessario utilizar amsstwito finas.

A preparacao da amostra é a maior limitagMHBT, pois esta deve ser suficientemente
fina para que a intensidade de feixe que a atrav@sssiga gerar uma imagem interpretavel.
Além disso, 0 processo utilizado na preparacdo rdastia pode afetar sua estrutura e
composicao.

Enquanto no microscoépio optico a luz € alidarpelas estruturas coradas, no eletrénico

os elétrons sédo desviados por porcdes do objetccopienham atomos de elevado peso
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atbmico. Como resultado, as estruturas que desasmlétrons, chamadas de elétron-
densas, aparecem escuras nha tela fluorescentgagidade de desviar os elétrons depende
do numero atdbmico, por isso, no caso de materiai®dicos, se costuma impregnar 0s

cortes com metais pesados a fim de aumentar oastatrresultando assim uma imagem
nitida e bem visivel. Os ions metalicos mais usgdwa essa “coloracdo eletrénica” sédo

0smio, chumbo e uranio (SENA, 2004).
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3 MATERIAIS E METODOS

Pos de hidroxiapatita foram sintetizados abferentes tempos de envelhecimento dos
precipitados pelo método de rotina no LaboratéeoQkramica do Instituto Militar de
Engenharia - IME. Os reagentes empregados foramiradinp pela Merck (Darmstadt,
Alemanha) e pela Vetec Quimica Fina (Rio de JanBirasil).

As etapas de filtracdo, liofilizacdo e sirtacdo foram realizadas no Laboratério de

Biomateriais do Centro Brasileiro de Pesquisac&s$si CBPF.

3.1 SINTESE DE HIDROXIAPATITA

Nesta dissertacdo, a HA foi obtida pelo métde precipitacdo em solu¢cdo aguosa com
0s reagentes da TAB. 3.1.

TAB. 3.1 Reagentes para obtencdo da hidroxiapatitastequiométrica.

Reagente Pureza P.M. Fornecedor Quantidade Volume
Hidréxido de 96% 74,10 Merck 9,65¢ 250 ml
calcio g/mol
Ca(OH)
Acido latico 85% 90,08 Vetec 22 ml 250 ml
C3HgO3 g/mol
Acido fosférico 85% 98 Merck 5ml 250 ml
(orto) g/mol
H3P O,
Hidréxido de 85% 56,11 Merck 11,22 g 170 mi
potassio g/mol
KOH

A solucdo utilizada para obtencdo dos pos tevegairge composicao: 0,5 M de
hidroxido de calcio [Ca(OH)2], 0,3 M de acido fastdé [H3PO,] e 1 M de acido latico
[C3HeOs]. As solucdes foram agitadas separadamente panifQtos em um agitador
magnético macro sem aquecimento (Quimis, Sdo PBuésil). Em um béquer contendo
solucéo de 0,5 M Ca(Oklsob agitacdo constante, foi adicionada a solupfidel GHgOs3,

e mantida por 30 minutos sob agitacdo. Em segaidsglucdo de 0,3 M dezPO, foi
adicionada lentamente a mistura anterior. Apos adiedo, a solugcdo foi mantida em
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agitagdo por 24 horas em temperatura ambiente. gpessdo obtida, denominada
transparente, mostrou pH 3,5.

Para atingir o pH 12, necessario para a pitacéo da HA, adicionou-se KOH a solugéo
transparente. Nesta condicdo houve o envelhecimeoso precipitados na capela com
exaustdo em diferentes tempos para as trés simegegadas (24 horas (padrdo), 40 horas
e 88 horas). Apos a formacgéo dos precipitadosehdizada filtragdo através de uma bomba
a vacuo de teflon (Edwards, Neuberger, Alemanha)selucéo foi ressuspendida em agua
Milli-Q ® (Millipore Corporate, MA, EUA) por trés vezes aébtencdo do pH 7 desejado.
O solido obtido foi seco em um liofilizador (Freeeol — Labconco, USA) por 24 horas
(FIG. 3.1) e desagregado através de um almofariagdéa e peneiras de 63 um e 37 um
(Granutest — Telastem Peneiras para Analises, Sétw,PBrasil). Parte do solido sofreu
tratamento térmico através de um forno mufla (Qsir§i&o Paulo, Brasil) por 8 horas até

atingir 1.100°C para a obtencao de HA altamengstatina.

FIG. 3.1 Amostras de HA durante o processo de lidizacéo.

Uma nova sintese com os mesmos reageptdizada através da mesma rota e com
tempo padrdo de 24 horas de envelhecimento doppaeos, foi obtida, sendo adicionado
o polimero polivinilpirrolidona (PVP) a 3%, ap6sadicdo da solucdo de KOH, com o

intuito de dispersar os aglomerados. Durante ra¢#o através da bomba a vacuo de teflon,
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a solucéo foi ressuspendida em agua Mifli{6pr trés vezes e lavada com etanol por duas
vezes. O pH 7 desejado foi atingido e o sélidodabfoi seco no liofilizador por 24 horas,

desagregado e parte deste também sofreu tratatéemico na mesma condi¢cao das sintese
anteriores. A TAB. 3.2 apresenta o0 nome dado avatifes sinteses com as condicdes

especificas de cada uma.

TAB. 3.2 Nomenclatura e condi¢des das sinteses izaldas no estudo.

SINTESE CONDICOES
HA 88 VERDE 88 horas de envelhecimento do predipita
HA 40 VERDE 40 horas de envelhecimento do predipita
HA 24 VERDE 24 horas de envelhecimento do predpita

24 horas de envelhecimento do precipitado
adicao de PVP a 3%

HA PVP 24 VERDE

88 horas de envelhecimento do precipitado

HA 88 CTT

com tratamento térmico a 1100°C

40 horas de envelhecimento do precipitado
HA40 CTT '

com tratamento térmico a 1100°C

24 horas de envelhecimento do precipitado
HA 24 CTT

com tratamento térmico a 1100°C

24 horas de envelhecimento do precipitado
HA PVP 24 CTT adicdo de PVP a 3%
com tratamento térmico a 1100°C

3.2 SORGCAO DE ALBUMINA BOVINA

Com o objetivo de estimar a quantidade damalba bovina (BSA) adsorvida sobre as
amostras de HA na forma verde e com tratamentoidér(€TT) a 1100°C, foi realizada
imersédo das amostras de HA em solucdo de BSA (Siddrch, USA) na concentracao de
1 mg/ml.

O experimento foi realizado em triplicata.nNraram-se 32 tubos tipo corning 50 mL e
pesou-se exatamente 0,200 g de cada amostra. dUreygaruma solucdo de BSA de

concentracdo 1 mg/mL. Adicionaram-se aos tubos l3lensolucdo de BSA e, como
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controle, utilizou-se agua Milli-& de acordo com a TAB. 3.3. Os tubos foram deixaobs
agitacdo constante por 24 horas em um agitadorzdmgal (CT-150 Kline) a uma
temperatura de 37°C com velocidade de 60 rpm (BI2). ApOs esse tempo, retiraram-se 0s
tubos do agitador para centrifugacdo durante 3 twsnem uma centrifuga (CT-6000R

Cientec) com velocidade de 5000 rpm com o objateygeparar a HA da BSA.

TAB. 3.3 Descricao dos tubos contendo amostras déAWerde e com tratamento

térmico (CTT) imersas em solucdo de BSA e agua MiQ®.

Tubo Descricao

1 HA 88 verde + 15 ml Agua Milli-©
HA 88 verde + 15 ml Solugcdo BSA
HA 88 verde + 15 ml Solugcdo BSA
HA 88 verde + 15 ml Solugcdo BSA
HA 40 verde + 15 ml Agua Milli-®
HA 40 verde + 15 ml Solugéo BSA
HA 40 verde + 15 ml Solugéo BSA
HA 40 verde + 15 ml Solugcdo BSA
HA 24 verde + 15 ml Agua Milli-&

O 0O N O g | WO N

10 HA 24 verde + 15 ml Solugdo BSA

11 HA 24 verde + 15 ml Solucéo BSA

12 HA 24 verde + 15 ml Solugéo BSA

13 HA PVP 24 verde + 15 ml Agua Milli<Q
14 HA PVP 24 verde + 15 ml Solucédo BSA
15 HA PVP 24 verde + 15 ml Solugdao BSA
16 HA PVP 24 verde + 15 ml Solugdao BSA
17 HA 88 CTT + 15 ml Agua Milli-&

18 HA 88 CTT + 15 ml Solugcdo BSA

19 HA 88 CTT + 15 ml Solugcdo BSA

20 HA 88 CTT + 15 ml Solucédo BSA

21 HA 40 CTT + 15 ml Agua Milli-&

22 HA 40 CTT + 15 ml Solucdo BSA

23 HA 40 CTT + 15 ml Solucéo BSA
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24

HA 40 CTT + 15 ml Solugdo BSA

25

HA 24 CTT + 15 ml Agua Milli-3

26

HA 24 CTT + 15 ml Solucdo BSA

27

HA 24 CTT + 15 ml Solugéo BSA

28

HA 24 CTT + 15 ml Solucdo BSA

29

HA PVP 24 CTT + 15 ml Agua Milli-&

30

HA PVP 24 CTT + 15 ml Solucdo BSA

31

HA PVP 24 CTT + 15 ml Solugéo BSA

32

HA PVP 24 CTT + 15 ml Solugcéo BSA

FIG. 3.2 Tubos contendo solucdes de HA imersas en®B e controles contendo Milli-

Foi retirada uma aliquota de 10 ml do soldante e reservada. O teor sorvido foi
guantificado por diferenca através de espectrofetomnde UV-VIS (UV-2450 Shimadzu).
Ap6s a sorc¢éo, o po foi lavado com agua Milfi-Q@5 ml) e submetido a agitagéo por mais 1
hora. ApGs esse periodo, o material foi centrifogadvamente durante 3 minutos, o
sobrenadante foi descartado e o po foi colocadesfa a 37°C (TE-420 Tecnal) para

Q® sob agitacao.

secagem e posterior caracterizacao.

62




3.3 DESSORCAO DE ALBUMINA BOVINA

Com o objetivo de analisar a fracdo de B&&dmente adsorvida na HA, foi realizado o
ensaio de dessorcdo, que seguiu as mesmas cond@@zperimento de sorcdo, porém as
amostras sintetizadas de HA sorvidas com BSA finasab agitacdo em tubos com &gua
Milli-Q ®. Ap6s 24 horas de agitacdo, o material foi cargdflo, uma aliquota de 15 ml do
sobrenadante foi retirada e reservada para pastpramtificacdo. Apos este ensaio, o po foi
colocado em estufa com temperatura de 37°C pam@ge@c e posterior caracterizacao
atraves de andlise de FTIR.
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4 CARACTERIZACAO DO MATERIAL OBTIDO

4.1 ANALISE DE DIFRACAO DE RAIOS X (DRX)

As andlises de difracdo de raios X das am®sterdes e CTT de HA foram realizadas
no CBPF em um difratbmetro X Pert Pro Panalyti¢dizando tensdo de 40 kV e corrente
de 40 mA, com uma varredura de 10 a 68°c®m passo 0,022 um tempo de coleta de
50 segundos por passo. A identificacdo das faseseptes foi feita através do programa
X'Pert HighScore. As fichas JCPDS utilizadas foeafi0-0432 (HA) e a 09-0698-TCP),
700681 (Fosfato tricalcio be¥ahitlockite- B-TCPW) e 09-0348u( TCP).

4.2 ANALISE DE REFINAMENTO PELO METODO DE RIETVHL

As analises quantitativas das amostras CTHAgoram realizadas pelo Método de
Rietveld no CBPF através do programa TOPAS, veasadémica, que utiliza nos calculos
a metodologia de parametros fundamentais (PF).eNlesticulos, os parametros de ajuste
foram: o pardmetro de rede, o tamanho de cristali® escala, sendo que este Ultimo
determina a concentracéo das fases presentes. btliaadas as fendas fixa e automatica e
a medicao do tamanho dos cristalitos foi feitavasado método Debye-Sherrer. As fichas
ICSD (International Crystal Structure Databgsetilizadas foram a 26204 (HA), 200202 (
TCP), 92300¢-TCP), 67432k-TCPW).

4.3 ANALISE DE ESPECTROSCOPIA  DE INFRAVERMELHO POR
TRANSFORMADA DE FOURIER (FTIR)

Para identificar a presenca de grupos fuaisprmodos vibracionais da molécula, tipos
de substituicbes possiveis de ocorrer e cristalded utilizou-se o equipamento de
infravermelho (IR) (FT—IR Prestige — 21/ Shimadng,CBPF, nas amostras de HA verdes
e com tratamento térmico, antes e apds a sor¢c8S4aUsaram-se pastilhas transparentes
de KBr preparadas em um mistura de proporcao lahfbogtra/ KBr), seguida de uma
pressdo uniaxial do pé sob vacuo. Todos os esgefctram obtidos entre 4000 e 400 ten

na resolucdo de 4 ¢m
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As frequéncias de vibragéo ativa em infravedhm da HA utilizadas foram indicadas de
acordo com os resultados de REHMA®&t al, 1995; KOUTSOPOULOS, 2002;
SLOSARCZYK et al, 2005. As frequéncias de vibracdo ativa em igfnaelho do PVP
foram de acordo com BAIl&t al.,2008 e MENDESet al.,2010 e da BSA foram indicadas

baseadas nos resultados encontrados em KAIEE 1987.

4.4 ANALISE DE ADSORCAO GASOSA PELA TEORIA DE BRUNAUERMMETT-
TELLER (BET)

A area de superficie do solido foi medida por niEcadsorcdo gasosa, baseando-se na
teoria de BET, em qUE é uma constant®, € a presséo de saturacdo do yag, o volume
de gas adsorvido a press& e V, € 0 volume de gas adsorvido para completar a

monocamada:

P _ 1 _.c-iP
V,(P,-P) V.C V,C|P,

Um gréafico de P/XP,-P) X P/R apresentou aspecto linear, com intercepto igual a
1/VC e coeficiente angular igual a (C-1)¥. Entéo, os valores de,\& de C puderam ser
determinados por regresséao linear. Conhecendounneotia monocamada £, foi possivel
determinar a area de superficie especifica da amostltiplicando a area ocupada por uma
molécula do géas pelo total de moléculas que formamonocamada.

Foram analisadas todas as amostras com gatantermico através do equipamento
ASAP2000 (Micromeritics) no IPEN. A secagem dos faisfeita a 300 C durante seis

horas, obtendo-se os resultados apés este periodo.
4.5 ANALISE DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEY

A morfologia superficial das amostras verdegSTT de HA foi investigada pela andlise
de microscopia eletronica de varredura (Jeol JSB8GO LV) no IME. Para possibilitar a

analise microestrutural, as amostras foram recadecom ouro, depositado por um

metalizador (Balzers Union) sob corrente de 35 rmA180 segundos.
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4.6 ANALISE DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DE ATA
RESOLUCAO (MEV-FEG)

A morfologia superficial das amostras verd&3TT de HA também foi investigada pela
analise de microscopia eletrénica de varredurdtdeesolucaoe-Line — Raith) no CBPF.

A solucédo contendo p6 de hidroxiapatita déuem alcool isopropilico foi agitada no
ultrassom por cinco minutos, depositada em cimandeaferde silicio tipo P (100) que foi
colocado no porta-amostra do aparelho. Foram aditiz dois detectores de elétrons
secundarios: In lens e SE2.

4.7 ANALISE DE MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (HT)

A morfologia superficial das amostras tragaglamicamente foi investigada pela anélise
de microscopia eletronica de transmissad{@ECNAI) no CEPEL, operando a 200 kV,
para complementar as informacées obtidas no MEV.

A solucdo contendo pé de hidroxiapatita déuem alcool isopropilico foi depositada
em grades de cobre de 200 mesh contendo filmemaf@F200 Cu — Electron Microscopy
Sciences).

A medicdo do tamanho de particulas foi redéz atravées dos programibwsage Je
Photoshop em que cada particula foi isolada através dorsed®inary Watershed lines
modificada com o recurdorawing of Binary Watershed

4.8 ANALISE DE SORCAO DE ALBUMINA BOVINA

Primeiramente, foi realizada a curva padr@d®8A, baseada nas leis de Lambert-Beer
gue sdo o fundamento da espectrofotometria. Eaga@das simultaneamente, processo no
gual a quantidade de luz absorvida ou transmitaauma determinada solucdo depende da
concentracdo do soluto e da espessura da solucao.

O teor sorvido de BSA foi quantificado por espectrofotdmetro de UV-VIS (UV-2450
— Shimadzu) no CBPF. Uma aliquota de 15 ml do satol@nte da solugdo de BSA imersa

nas amostras verdes e CTT de HA e outra aliquataecmmesma quantidade da solucdo de
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agua Milli-@° imersa nas amostras de HA foram retiradas apésnaifagacédo para a
quantificacdo da sorcéo.

4.9 ANALISE DE DESSORCAO DE ALBUMINA BOVINA

O teor de dessorcao de BSA foi quantificado pm espectrofotometro de UV-VIS
(UV-2450 — Shimadzu) no CBPF que seguiu as mesmiadigbes da analise de sorcao.
Uma aliquota de 15 ml do sobrenadante da solucaguwt Milli-Q® imersa nas amostras de
HA gue foram sorvidas com BSA foi retirada aposatigfugacédo para a quantificagdo da
dessorcao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DIFRACAO DE RAIOS X (DRX)

Foram obtidos difratogramas das amostras eger(sem tratamento térmico) e
sinterizadas (com tratamento térmico a 1100°C)silateses de HA com diferentes tempos
de envelhecimento do precipitado e da sintese decélA adicdo de PVP a 3% para
identificacéo das fases formagassentes, bem como da fracdo de fases.

A analise em difragcdo de raios X das amostedes apresentou picos largos, com
padréao caracteristico de uma hidroxiapatita pouistatina e/ou nanomeétrica semelhante ao
padréo da fase mineral do osso humano (SAN@ISH, 2008). Os padrdes de difracao de
raios X para os diferentes tempos de envelhecimdatgrecipitado ndo apresentaram
diferenca especifica e indicaram a presenca deddfgcordo com a ficha n° 09-0432 do
JCPDS, destacando os principais planos crista{ffiés. 5.1).

A identificacdo de uma hidroxiapatita poucistalina pode ser atribuida a temperatura
ambiente na qual a precipitacdo se processoudestinacordo com os estudos de RI&GO
al., 2007. As analises por difracdo de raios X dasostras tratadas termicamente
apresentaram um aumento de cristalinidade (FIG, uando comparadas as amostras nao

tratadas termicamente (FI&.1).

HA,
1000 88 verde

500
0 HA. 40 verde
1000 -
500
HA 24 verde
1000 -
500
g HA PP 24 verde .
1000
500

0 T T T T
20 a0 40 ]
i

Intensidade
[am]

FIG. 5.1 Comparacéo dos difratogramas das amostragerdes de HA das sinteses

preparadas no estudo.
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FIG. 5.2 Comparacéo dos difratogramas das amostraSTT de HA das sinteses

preparadas no estudo.

Os padrdes de difracdo de raios X para arafifes tempos de envelhecimento do
precipitado, sem a presenca do PVP, ndo apresentiferenca significativa e indicaram
presenca de hidroxiapatita como Unica fase nasteasdsA 88 CTT, HA 40 CTT e HA 24
CTT analisadas, de acordo com a ficha JCPDS n4382-68a HA.

Observou-se na amostra HA PVP 24 CTT a pgasde hidroxiapatita e a decomposicao
em fosfato tricalcio betap{TCP), composto de estrutura romboédrica de fornfidla
Ca(PQy),, fosfato tricalcio alfao-TCP), composto de estrutura ortorrémbica de féamut
Ca(POy), e fosfato tricalcio bet&Vhitlockite (3-TCPW), composto de estrutura trigonal de
formula Ca Mgo 7 Fey s (POy)s (POsOH), de acordo com as fichas 09-0432 (HA), 09-0691
(B-TCP), 09-0348¢-TCP) e 700681 TCPW), segundo JCPDS (FIG. 5.3).

Os resultados da amostra HA PVP 24 CTT mstraestar de acordo com aqueles
obtidos por FRANCGCet al, 2010, que encontraram a fgs@CP nas amostras de HA na
presenca de PVP. Entretanto, outros estudosdidl., 2009, QlUet al.,2008 e ZHANG e
LU, 2008) encontraram uma fase Unica de HA na pgesde PVP. A presenca das faes
TCP,a-TCP eB-TCPW na amostra HA PVP 24 CTT pode ser atribuiditexacdo de pH
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observada ap0s adicdo de PVP. A solucdo, antepktibem torno de 3,5, alcangou pH em
torno de 5. Nessa faixa de pH, a brushita é arfesis estavel, a temperatura ambiente.
Ainda que KHAN e GUL (2006) tenham demonstradofluémcia da unidade catiénica do
PVP na sintese da HA, SOUZA (2010) demonstrou d¢feeedtes fosfatos de céalcio podem
ser estabilizadas ou desestabilizadas pela pres#mgzations e anions, sendo ou nao
incorporados de forma significativa & estruturastafina. De fato, os resultados de
espectroscopia de infravermelho por transformadkalgier (FTIR) indicaram a presenca
de uma banda em 2308 ¢mma amostra HA PVP 24 CTT. O valor de referénda d
monetita (DCPA) é 2300 cire da brushita (DCPD), é 2365 ¢mComo a monetita ocorre
em temperaturas da ordem de 80°C, é mais provavel aj banda observada seja
caracteristica da brushita.

As pesquisas de RIMAKt al, 2002 e KWEHet al, 1999 afirmam que o método de
precipitacdo produz HA nado estequiométrica e deabestabilidade térmica, que resulta na
decomposicao parcial da HA ame -TCP apds tratamento térmico. A presenca dadase
TCP também foi encontrada nos estudos de FONSEQ®,, 2jue preparou HA atraves do
mesmo meétodo de precipitacdo em solucdo aquoszadtl neste estudo, e foi atribuida ao

carater nanométrico das particulas dos pés, queratarsua reatividade.
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FIG. 5.3 Difratograma da amostra HA PVP CTT.
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5.2 REFINAMENTO PELO METODO DE RIETVELD

Para a analise quantitativa, foi realizadeefinamento pelo método de Rietveld dos
dados de difracdo de raios X, onde foi reveladaragmtagem das fases presentes. A curva
azul indica o resultado experimental e a vermelhesaltado calculado. Pode-se observar o
encaixe entre sinal e ruido em relacdo ao resuleagerimental, que foi obtido pela
gualidade de ajustegbodness of fitting oferecida pelo calculo de Rietveld. A curva @nz
indica a diferenca entre o resultado experimentatalculado.

O resultado de quantificagao de fases revglmuas amostras HA 88 CTT, HA 40 CTT
e HA 24 CTT (FIG. 5.4 — FIG. 5.6) sdo constituigms 100% de HA (concentracdo em
peso). A analise quantitativa da amostra HA PVRCZZ mostrou a presenca majoritaria
deB-TCPW (70,36%), seguida das fageSCP (12,67%), HA (9,96%) @ TCP (7,01%). A
fasepB-TCPW é uma fasp-TCP com estrutura mais complexa, empacotaments aeaiso e
com velocidade de degradacdo menor do que as [fab€® ea-TCP, respectivamente, e
maior do que a fase HA. Este resultado mostrowlseante, jA que uma fase intermediaria
de velocidade de degradacédo é desejada nos mategi@micos utilizados para enxertia
Ossea. Adicionalmente, o PVP nao s6 atuou comcediapte, mas também induziu a
decomposicao da hidroxiapatita em fosfato tricalEgtudos futuros com ensaios biologicos
in vitro de citotoxicidade e biocompatibilidade devem sealizados. A partir destes
resultados, estudos pré-clinicos devem ser conosizihra que analises histolégicas e
histomorfométricas possam comprovar a qualidadeuantglade de formacdo Ossea
desejadas a partir da reabsorcéo/degradacao doahakdido.

Através do refinamento de Rietveld dos difgahmas, foi determinado o tamanho
médio dos cristalitos, sendo encontrados os remdtde 291,46 nm, 195,53 nm e 192 nm
para as amostras HA 88 CTT, HA 40 CTT e HA 24 CTaéspectivamente. Este
comportamento é esperado, jA que o envelhecimemto grocesso termicamente ativado e
entdo dependente de temperatura e tempo. Aumentatelnpo, aumentou-se o0 tamanho
médio dos cristalitos. Para a amostra HA PVP 24 ,Gdrm encontrados os resultados de
129,25 nm para a fageTCPW, 113, 93 nm para a faBelCP, 39,36 nm para a fase HA e
45,27 nm para a fase TCP. Foi medido o tamanho de maior dimenséo, deresndo a

visao tridimensional dos cristalitos.

71



3

B oW ® 8 & & 2 % 8 8 3

Apathe SCa0 HkST 10000 %

G.0.F1,509

12 14 G 1= 20 el 24 i) = fci) 32 = 26 = 40 42 Bl Bl 92 a0 a2 a4 a5 a2

FIG. 5.4 Gréfico de Rietveld da amostra HA 88 CTT.
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FIG. 5.5 Gréfico de Rietveld da amostra HA 40 CTT.
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FIG. 5.6 Gréfico de Rietveld da amostra HA 24 CTT.
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FIG. 5.7 Gréfico de Rietveld da amostra HA PVP 24 TT

5.3 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO POR TRANSFORDA DE FOURIER
(FTIR)

A FIG. 5.8 mostra os espectros das amoseedes de HA e as figuras subsequentes
mostram o0s espectros de cada amostra separadaffaies.9 — FIG. 12). A TAB. 5.1

indica os modos vibracionais presentes.
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FIG. 5.8 Espectro das amostras verdes de HA, obtiqmwr FTIR.
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FIG. 5.9 Espectro da amostra HA 88, obtido por FTIR
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FIG. 5.10 Espectro da amostra HA 40, obtido por FTR.
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FIG. 5.11 Espectro da amostra HA 24, obtido por FTR.

75

| =~

-,

00



% Transmitancia

T
3500

T
2500

T T
1500

T T I T T I T I T
4000 3000 2000 1000 500

NUmero de onda cm’

FIG. 5.12 Espectro da amostra HA PVP 24, obtido poFTIR.

TAB. 5.1 Grupos funcionais identificados nas amosaés verdes, por espectroscopia de

infravermelho.

AMOSTRAS FREQUENCIAS GRUPOS REFERENCIAS
(cm™) FUNCIONAIS

HA 88 3570 OH (w) SLOSARCZYKet al, 2005
3437 H,0 KOUTSOPOULOS, 2002
1639 H,O SLOSARCZYKet al, 2005
2923 PO-H SLOSARCZYKet al, 2005
2379/2347 PO-H KOUTSOPOULOS, 2002
1500/1417 CO*;B SLOSARCZYKet al, 2005
875 CO%; (o) B SLOSARCZYKet al, 2005
962 PO*, (va) SLOSARCZYKet al, 2005
468 PO*, (V) SLOSARCZYKet al, 2005
1035 PO, (va) SLOSARCZYKet al, 2005
605/569 PO (Va) REHMAN et al,, 2005
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HA 40 3572 OH (v1) SLOSARCZYKet al, 2005
3451 H,O SLOSARCZYKet al, 2005
1639 H,O SLOSARCZYKet al, 2005
2382/2341 PO-H KOUTSOPOULOS, 2002
1423 CO*;B SLOSARCZYKet al, 2005
875 CO%; (o) B SLOSARCZYKet al, 2005
1041 PO*, (vs) SLOSARCZYKet al, 2005
604 PO, (Va) SLOSARCZYKet al, 2005
549 HPO", SLOSARCZYKet al, 2005
433 PO, (Vo) SLOSARCZYKet al, 2005

HA 24 3570 OH (w) SLOSARCZYKet al, 2005
3458 H,O SLOSARCZYKet al, 2005
2382 PO-H KOUTSOPOULOS, 2002
1595 CO?%3 (V) REHMAN et al,, 2005
1486 CO*;B SLOSARCZYKet al, 2005
1417 CO*;B SLOSARCZYKet al, 2005
1093 PO*, (v3) SLOSARCZYKet al, 2005
1041 PO*, (v3) SLOSARCZYKet al, 2005
962 PO, (1) SLOSARCZYKet al, 2005
867 Vib P-OH SLOSARCZYKet al, 2005
604/569 PO (Va) SLOSARCZYKet al, 2005
470 PO*, (V) SLOSARCZYKet al, 2005

HAPVP 24 3570 OH (v1) SLOSARCZYKet al, 2005
3451/1636 H,O SLOSARCZYKet al, 2005
2376 PO-H KOUTSOPOULOS, 2002
2308 DCPA KOUTSOPOULOS, 2002
1461 C-H ciclicos BAIA et al.,2008
1381 CO*:B SLOSARCZYKet al, 2005
1266 C-N (amida) BAIA et al.,2008
1097/1028 PO*, (v3) SLOSARCZYKet al, 2005
961 PO, (V1) SLOSARCZYKet al, 2005
884 CO%5 (V) A SLOSARCZYKet al, 2005
604/569 PO*, (Va) SLOSARCZYKet al, 2005
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465 PO 4 (v2) SLOSARCZYKet al, 2005

Os espectros FTIR de todas as amostras deerthes mostraram a presenca de bandas
que correspondem aos grupamentos funcionais fod?@g), hidroxila (OH), ligacdo PO-
H, gua (HO) e carbonato do tipo B (Z@B).

As bandas de carbonato do tipo B (1595,ct486 crit e 1417 crit) apresentaram-se
mais evidentes na HA 24, devendo-se a presencaugo CG3) substituindo o sitio dos
grupos (P@). Estas bandas sdo caracteristicas da hidroximpatibonatada do tipo B,
semelhante as apatitas encontradas no esmalteidentdo osso cortical (ELLIOT, 1994;
LEGEROS, 1994). A banda presente em 867 cm HA 24 pode ser atribuida & presenca
do grupo hidrogenofosfato (HRY), pelo estiramento da ligacdo P-OH, confirmando os
resultados de RIG®t al.,2007.

Na amostra HA PVP 24, foram encontradas addsmreferentes ao hidrogenofosfato de
célcio anidro (DCPA), fase mineral denominada mitme¢ ao carbonato do tipo A (€@

A). Foram também encontradas as bandas caracasisto PVP, como 1461 e 1261tm
correspondentes aos grupos funcionais CH deformdged®H dos grupos ciclicos e C-N
stretchingda amida, em consonancia com os resultados eadostpor FRANCGet al,
2010, QlUet al, 2008.

A FIG. 5.13 mostra os espectros de infravérmelas amostras de HA CTT e nas
figuras subsequentes sao apresentados os espasramostras HA 88 CTT, HA 40 CTT,
HA 24 CTT e HA PVP 24 CTT separadamente (FIG. 1BIG. 17). Na TAB. 5.2 sao

indicados os modos vibracionais presentes.
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FIG. 5.13 Espectro das amostras CTT de HA, obtidog FTIR.
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FIG. 5.14 Espectro da amostra HA 88 CTT, obtido poFTIR.
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FIG. 5.15 Espectro da amostra HA 40 CTT, obtido poFTIR.
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FIG. 5.16 Espectro da amostra HA 24 CTT, obtido poFTIR.
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FIG. 5.17 Espectro da amostra HA PVP 24 CTT, obtidpor FTIR.

TAB. 5.2 Grupos funcionais identificados nas amosas CTT, por espectroscopia de

infravermelho.

AMOSTRAS FREQUENCIAS GRUPOS REFERENCIAS
(cm™) FUNCIONAIS

HA 88 3568 OH () SLOSARCZYKet al, 2005
3410 Vib H KOUTSOPOULOS, 2002
2376 PO-H KOUTSOPOULOS, 2002
2073/2000 IH/ICB de Pd,;  KOUTSOPOULOS, 2002
1633/1520 CO?%3 (Va) REHMAN et al,, 2005
1381 CO*;B SLOSARCZYKet al, 2005
1183 OCP KOUTSOPOULOS, 2002
1091/1049 PO, (va) SLOSARCZYKet al, 2005
956 PO, (1) SLOSARCZYKet al, 2005
632/601/568 PO*, (Va) SLOSARCZYKet al, 2005
470 PO*, (V) SLOSARCZYKet al, 2005
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HA 40 3570 OH (v1) SLOSARCZYKet al, 2005
3437 Vib H KOUTSOPOULOS, 2002
2972/2380/2347 PO-H SLOSARCZYKet al, 2005
2075/1991 IH/ICB de Pd,;  KOUTSOPOULOS, 2002
1592 CO?%3 (Va) REHMAN et al, 2005
1548 CO%3 (va) A SLOSARCZYKet al, 2005
1090/1041 PO*, (v3) SLOSARCZYKet al, 2005
1020 HPO, SLOSARCZYKet al, 2005
958 PO, (V1) SLOSARCZYKet al, 2005
632/604/569 PO (Va) SLOSARCZYKet al, 2005
472 PO*, (V) SLOSARCZYKet al, 2005

HA 24 3570 OH (v1) SLOSARCZYKet al, 2005
3458 Vib H KOUTSOPOULOS, 2002
2923/2852 PO-H SLOSARCZYKet al, 2005
2378/2349 PO-H SLOSARCZYKet al, 2005
2076/2003 IH/ICB de P3,;  KOUTSOPOULOS, 2002
1382 CO*;B SLOSARCZYKet al, 2005
1097/1041 PO*, (vs) SLOSARCZYKet al, 2005
965 PO, (V1) SLOSARCZYKet al, 2005
632/604/569 PO, (Va) SLOSARCZYKet al, 2005
469 PO*, (V) SLOSARCZYKet al, 2005

HAPVP 24 3566 OH (w) SLOSARCZYKet al, 2005
3411 Vib H KOUTSOPOULOS, 2002
2387 PO-H SLOSARCZYKet al, 2005
1637 CO%3 (V) REHMAN et al,, 2005
1381 CO*;B SLOSARCZYKet al, 2005
1125/1041 PO (va) SLOSARCZYKet al, 2005
965 PO, (1) SLOSARCZYKet al, 2005
944 TCP KOUTSOPOULOS, 2002
604 PO*, (Va) SLOSARCZYKet al, 2005
549 HPO , SLOSARCZYKet al, 2005
434 PO, (Vo) SLOSARCZYKet al, 2005
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Os espectros FTIR de todas as amostras d€HAsintetizadas no estudo mostraram a
presenca de bandas que correspondem aos gruparertiosais fosfato (P£*, hidroxila
(OH), carbonato (C®), ligacdo PO-H e vibragdo dos atomos de hidrogpeitencentes
ao grupo hidrogenofosfato (Vib H).

As bandas presentes em 2073/2000 senHA 88 CTT, 2075/1991 chma HA 40 CTT
e 2076/2003 cih na HA 24 CTT podem ser atribuidas a uma implicatdiononica ou
combinacdo de bandas de fosfato {POA banda 1183 crhpresente na HA 88 CTT é
referente ao fosfato octacélcio (OCP), precursorHda As bandas 1020 e 549 ¢m
presentes na HA 40 CTT e na HA PVP 24 CTT, respatiente, sdo referentes ao
hidrogenofosfato (HPE)) presente na hidroxiapatita deficiente em cald@acordo com os
estudos de RIG@t al.,2007.

A amostra de HA PVP 24 CTT apresentou ainbarala 944 cih referente a fase do
fosfato tricélcio (TCP), verificada no resultado diéracdo de raios X e nos estudos de
FRANCOet al, 2010, FONSECA, 2007.

5.4 ADSORCAO GASOSA PELA TEORIA DE BRUNAUER-EMMHTTELLER (BET)

Os resultados da area de superficie especificaamastras com tratamento térmico
revelaram que a HA 88 CTT apresentou menor aresuplerficie, de acordo com a TAB.
5.3, indicando a relacdo de maior tamanho de GLtastacom menor valor de area de
superficie. Os baixos valores da area de supewdi@se amostras foram atribuidos a alta
temperatura de sinterizagéo (1100°C), de acordoCOmZet al, 2005.

Amostra S (m?/g)
HA 88 CTT 15+0,1
HA 40 CTT 3,2+0,2
HA 24 CTT 25+0,2

HA PVP 24 CTT 1,47 + 0,06

TAB. 5.3 Area de superficie especifica das amostrasm tratamento térmico.
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5.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A analise morfologica revelou particulas pequeriasnando diversos aglomerados
(FIG. 5.18 - FIG. 5.21). Nas amostras obtidas apémterizacdo a 1100°C, observou-se a
coalescéncia dos cristalitos da HA. Foi observadobem que o tamanho dos granulos
mostrou-se diretamente proporcional ao tempo delleesimento dos precipitados (HA 88
> HA 40 > HA 24).

A micrografia da amostra HA PVP 24 (100x) em@ntou uma associacao entre 0s
cristais de HA e o PVP, formando um novelo e crmandh ambiente confinado para os

cristais, o que possivelmente dificultou o crescitoelo tamanho dos gréos (FIG. 5.18 D).

X100 +. 4100 und » . IMELME |

IME LME

PVP 24 (D) (100 x).

84



R Wt @ 5

FIG. 5.19 Micrografias (MEV) das amostras: HA 88 CTT (A), HA 40 CTT (B), HA 24
CTT (C) e HA PVP 24 CTT (D) (100x).

20 KV X2000 X2000 10 pm IME LME

FIG. 5.20 Micrografias (MEV) das amostras: HA 88 (A, HA 40 (B), HA 24 (C) e HA
PVP 24 (D) (2000x).
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FIG. 5.21 Micrografias (MEV) das amostras: HA 88 CTT (A), HA 40 CTT (B), HA 24
CTT (C) e HA PVP 24 CTT (D) (2000x).

5.6 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA DE ALTA RESQUCAO
(MEV-FEG)

A analise morfolégica das amostras verdes revestiqulas nanométricas, formando

diversos aglomerados (FIG. 5.22). Nas amostradadbtpos a sinterizacdo a 1100°C, foram

observados os contornos de graos (FIG. 5.23). Asogriafias comprovaram que o tamanho

dos granulos mostrou-se diretamente proporcionalteaopo de envelhecimento dos

precipitados (HA 88 > HA 40 > HA 24), observado nasrografias de MEV.

A FIG. 5.24 A apresenta a HA verde sob a &owme um novelo. Entretanto, ndo se

diferenciou o PVP da HA. A FIG. 5.24 B apresentaamanho nanométrico das particulas

de HA com a adi¢édo do PVP, indicando que o polindédicultou o crescimento do tamanho

dos gréos, estando de acordo com os relatos deiCl) 2008.
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FIG. 5.22 Micrografias (MEV-FEG) das amostras: HA 8 (A), HA 40 (B), HA 24 (C) e

HA PVP 24 (D) (130.000 x).
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FIG. 5.23 Micrografias (MEV-FEG) das amostras: HA 8 CTT (A), HA 40 CTT (B),
HA 24 CTT (C) e HA PVP 24 CTT (D) (10.000x).
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FIG. 5.24 Micrografias (MEV-FEG) das amostras de HAPVP 24 (50.000x) (A), HA
PVP 24 (170.000x) (B).

5.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO (M

A microanalise morfoloégica das amostras tlasatermicamente revelou particulas
submicrométricas esféricas, com tamanho médio BBV, 308 nm e 145 nm nas amostras
HA 88 CTT, HA 40 CTT e HA 24 CTT, respectivamerfmmando diversos aglomerados
(FIG. 5.25, FIG. 5.26 e FIG. 5.27 A).

oy

FIG. 5.25 Micrografias (MET) das amostras: HA 88 CTT (A) e HA 40 CTT (B)
(43.000x).
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FIG. 5.26 Micrografias (MET) das amostras: HA 88 CTT (A), HA 40 CTT (B)
(71.000x).

FIG. 5.27 Micrografia (MET) da amostra HA 24 CTT (43.000x).

A medicdo do tamanho das particulas de Hmvéas do recurs®rawing of Binary

Watershed modificaddo programdmageJ pode ser vista na FIG. 5.28.

FIG. 5.28 Imagem gerada pelo programamageJ.
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5.8 ESPECTROSCOPIA DE ULTRAVIOLETA-VISIVEL (UWAS) — SORCAO E
DESSORGCAO DE BSA

Os resultados da sorcéao e dessorcao de B%# fquantificados no espectrofotdmetro
de UV-Visivel a partir da constru¢do da curva padié BSA que apresentou uma relagéo
linear crescente entre a absorbancia e a concaotde proteina (FIG. 5.29). A TAB. 5.4

apresenta os valores encontrados da sor¢cao da BSA.

0,7
06 Abs=0,629 Conc - 0,014
’ R2=0,999
0,5
8
c 04
T
=
o 0,3
il
T t2
0,1
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 i 1.2
Concentragao (mgiml)
FIG. 5.29 Curva Padrao de BSA.
TAB. 5.4 Resultados da sorcao da BSA.
Clida | Sorvido Sorvido
Tubo | Abs | (mg/mL) | (mg/mL) | Média |Desvio (%) Média |Desvio
1 -0,006 0,000 * * * * * *
2 0,404 0,664 0,355 34,84
3 0,432 0,709 0,310 0,281 0,09 30,42 27,54 9,08
4 0,516 0,842 0,177 17,37
5 -0,017 0,000 * * * * * *
6 0,505 0,824 0,195 19,14
7 0,516 0,843 0,176 0,141 0,08 17,27 13,84 7,62
8 0,595 0,967 0,052 5,10
9 -0,032 0,000 * * * * * *
10 | 0,315 0,522 0,497 48,77
11 | 0,330 0,546 0,473 0,510 0,04 46,42 50,05 4,41
12 | 0,275 0,459 0,560 54,96
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13 | -0,044 | 0,000 * * * * * *
14 | -0,035 | 0,000 1,019 100

15 | -0,028 | 0,000 1,019 1,019 0 100 0 0
16 | -0,036 | 0,000 1,019 100

17 | -0,044 | 0,000 * * * * * *
18 | 0,563 | 0,916 0,103 10,11

19 | 0,554 | 0,902 0,117 0,109 0,01 11,48 10,73 0,70
20 | 056 0,911 0,108 10,60

21 | -0051 | 0,000 * * * * * *
22 | 0537 | 0875 0,144 14,13

23 | 0532 | 0,868 0,151 0,150 0,01 14,82 14,72 0,55
24 | 0529 | 0,864 0,155 15,21

25 | -0,060 | 0,000 * * * * * *
26 | 0516 | 0,842 0,177 17,37

27 | 0,555 | 0,904 0,115 0,139 0,03 11,29 13,67 3,25
28 | 0548 | 0,893 0,126 12,37

29 | -0,067 | 0,000 * * * * * *
30 | 0537 | 0876 0,143 14,03

31 | 0539 | 0879 0,140 0,14 0,00 13,74 13,74 0,29
32 | 0541 | 0,882 0,137 13,44

Os resultados da sorcédo da BSA, através da am@isspectroscopia de UV-VIS, sdo
baseados na area de superficie das amostras. msdiaixos valores da area de superficie
das amostras com tratamento térmico, a sor¢cdo d#& BPresentou valores
significantemente menores, quando comparados comanasstras verdes, estando em
consonancia com os resultados de VILLARRE&tLal, 1998 e MAVROPOULOSt al,
2008.

Os resultados da sor¢cao da BSA das amostras veéedesnstraram que a HA PVP 24
sorveu 100% da BSA, seguida da HA 24 (50,05%).Aesdras HA 88 e HA 40 sorveram
valores menores de BSA, 27,54% e 13,84%, respentinte.

Ap6s a quantificacdo da dessor¢cdo da BSA, dbservado que os valores
correspondentes a absorbancia eram negativos, @a praximos de zero, demonstrando
que a BSA sorvida ndo dessorveu sob acdo da agliaQWj estando de acordo com
MAVROPOULOSet al, 2011.

Foi confirmada a solubilidade do PVP na preaede agua e de BSA através de um
experimento em que foram adicionados 15 ml de &ijlliaQ © em trés tubos tipo “corning”
contendo 0,200 g de PVP e 15 ml de BSA em um tigmo“torning” contendo a mesma
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guantidade de PVP. Os tubos foram colocados nadmgite verificou-se que o PVP foi

dissolvido completamente nas solucées de agua-®filé de BSA.

59 ESPECTROSCOPIA DE INFRAVERMELHO POR TRANSFORMADDE
FOURIER (FTIR) APOS A SORCAO DA BSA

Foram obtidos espectros de infravermelho das aawserdes de HA apods a sorcao da
BSA (FIG. 5.30 — FIG. 5.33). Na TAB 5.5 sédo indicacdbs modos vibracionais presentes
nas amostras verdes sorvidas com BSA.

Os espectros de FTIR de todas as amostrdessde HA contendo agua MilliGoram
utilizados como controles para comparacao com ast@as sorvidas com BSA.

A presenca de grande numero de bandas aepiass estreitas de agua adsorvida e de
fosfato em todas as amostras verdes sorvidas comfiB& de acordo com os resultados
encontrados por NAYARet al, 2006. Na amostra HA PVP 24, foi encontrada maior
guantidade de bandas de agua adsorvida. Estpddéoser atribuido a associacédo do grupo
carbonila do PVP com a agua (KHAN e GUL, 2006).

A amostra de HA PVP 24 ap0s a sor¢do com B@Asentou bandas pronunciadas dos
grupos Amida | e Amida Il (1660 che 1540 crit, respectivamente) e uma banda mais
estreita de Amida Il (1306 ch), comprovando maior capacidade de sorcdo de BSA,
guando comparada com as outras amostras. A anuestBA 24 apresentou duas bandas
pronunciadas de Amida | (1658 ¢ne 1652 crif) e uma banda mais estreita de Amida I
(1520 cm'). As amostras HA 88 e HA 40 sorveram menor quadédde BSA,
apresentando cada amostra apenas uma banda pesteudei Amida | (1652 cfma HA 88
e 1657 crit na HA 40). Os resultados de FTIR apresentaramrmajmcidade de ligacéo da
BSA a amostra HA PVP 24 que apresentou menor tamdahparticulas nas analises de
microscopia eletronica de varredura e de transmidsste fato, segundo TANAKAt al,
2007, sugere que a estrutura morfolégica podeentiiar na interacdo do biomaterial com a

proteina.
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FIG. 5.30 Espectro da amostra HA 88 sorvida com BSAbtido por FTIR.
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FIG. 5.31 Espectro da amostra HA 40 sorvida com BSAbtido por FTIR.
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FIG. 5.32 Espectro da amostra HA 24 sorvida com BS/Abtido por FTIR.
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FIG. 5.33 Espectro da amostra HA PVP 24 sorvida comSA, obtido por FTIR.
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TAB. 5.5 Grupos funcionais identificados nas amosaés verdes sorvidas com BSA, por

espectroscopia de infravermelho.

AMOSTRAS FREQUENCIAS GRUPOS REFERENCIAS
(cm™) FUNCIONAIS

HA 88 3676/3299 H,O KOUTSOPOULOS, 2002
2000 IH/ICB de Pd,;  KOUTSOPOULOS, 2002
1652 Amida | KAIDEN et al.,1987
1450/1417 CO*;B SLOSARCZYKet al, 2005
1035 PO, (va) SLOSARCZYKet al, 2005
965 PO*, (i) SLOSARCZYKet al, 2005
875 CO%3(v2) B SLOSARCZYKet al, 2005
604/565/468 PO, (Va) SLOSARCZYKet al, 2005

HA 40 3577/3298 H.O KOUTSOPOULOS, 2002
2362 PO-H SLOSARCZYKet al, 2005
1995 IH/ICB de Pd,;  KOUTSOPOULOS, 2002
1657 Amida | KAIDEN et al.,1987
1484/1418 CO*3B SLOSARCZYKet al, 2005
1032/962 PO, (va) SLOSARCZYKet al, 2005
866 Vib P-OH SLOSARCZYKet al, 2005
601/567 PO*, (Va) SLOSARCZYKet al,, 2005
468 PO, (Vo) SLOSARCZYKet al, 2005
420 H,O KOUTSOPOULOS, 2002

HA 24 3567 OH (w) SLOSARCZYKet al, 2005
3306 H,O KOUTSOPOULOS, 2002
2836 PO-H SLOSARCZYKet al, 2005
2077/2000 IH/ICB de PG,  KOUTSOPOULOS, 2002
1658/1652 Amida | KAIDEN et al.,1987
1520 Amida Il KAIDEN et al.,1987
1512/1500 CO*;B SLOSARCZYKet al, 2005
1451/1419 CO*3B SLOSARCZYKet al, 2005
1036 PO*, (v3) SLOSARCZYKet al, 2005
962 PO*, (V1) SLOSARCZYKet al, 2005
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873 CO%;3(v2) B SLOSARCZYKet al, 2005
602/565 PO, (Va) SLOSARCZYKet al, 2005
471 PO*, (V) SLOSARCZYKet al, 2005
442/419 H.0 KOUTSOPOULOS, 2002
HA PVP 24  3758/3718 H.0 KOUTSOPOULOS, 2002
3697/3676 H.0 KOUTSOPOULOS, 2002
3570 OH (v) SLOSARCZYKet al, 2005
3502 H,O SLOSARCZYKet al, 2005
3289 H.O KOUTSOPOULOS, 2002
2962 StretchingC-H MENDESet al, 2010
2927 StretchingCH, MENDESet al, 2010
2855 StretchingC-H MENDESet al, 2010
2381 PO-H SLOSARCZYKet al, 2005
1996 IH/ICB de Pd,;  KOUTSOPOULOS, 2002
1660 Amida | KAIDEN et al.,1987
1540 Amida Il KAIDEN et al.,1987
1450 C-H ciclicos MENDESet al, 2010
1419 C-H ciclicos BAIA et al.,2008
1306 Amida Il KAIDEN et al.,1987
1204/1090/1036 PO, (v3) SLOSARCZYKet al, 2005
962 PO, (V1) SLOSARCZYKet al, 2005
872 CO%; (o) B SLOSARCZYKet al, 2005
603/566 PO*, (Va) SLOSARCZYKet al, 2005
432 PO, (V2) KOUTSOPOULOS, 2002
425/410 H,O SLOSARCZYKet al, 2005

Foram obtidos espectros de infravermelhoatasstras CTT de HA apos a sorcao da
BSA (FIG. 5.34 — FIG. 5.37.). Na TAB 5.6 séo indioa os modos vibracionais presentes

nas amostras CTT sorvidas com BSA.

Os espectros de FTIR de todas as amostrasd€ THA contendo agua Milli-&foram
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mostraram a presenca de bandas que correspondegrug@snentos funcionais fosfato

(PQ,*) e implicagdo harménica ou combinacéo de bandéssteto (PG7).
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5.34 Espectro da amostra HA 88 CTT sorvida corBSA, obtido por FTIR.
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FIG. 5.35 Espectro da amostra HA 40 CTT sorvida corBSA, obtido por FTIR.
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FIG. 5.36 Espectro da amostra HA 24 CTT sorvida corBSA, obtido por FTIR.
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FIG. 5.37 Espectro da amostra HA PVP 24 CTT sorvidaom BSA, obtido por FTIR.
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TAB. 5.6 Grupos funcionais identificados nas amosais CTT sorvidas com BSA, por

espectroscopia de infravermelho.

AMOSTRAS FREQUENCIAS GRUPOS REFERENCIAS
(cm™) FUNCIONAIS

HA 88 3880/3651 H,O KOUTSOPOULOS, 2002
3570 OH (V1) SLOSARCZYKet al, 2005
3497 H20 SLOSARCZYKet al, 2005
2875/2356 PO-H SLOSARCZYKet al, 2005
2143/2077 IH/ICB de Pd,;  KOUTSOPOULOS, 2002
2001/1989 IH/ICB de Pd,;  KOUTSOPOULOS, 2002
1652 Amida | KAIDEN et al.,1987
1534 Amida Il KAIDEN et al.,1987
1409 CO*;B SLOSARCZYKet al, 2005
1188/1091 PO (va) SLOSARCZYKet al, 2005
1066/966 PO*, (v3) SLOSARCZYKet al, 2005
890 CO%3(v2) A SLOSARCZYKet al, 2005
633/602/572 PO, (Va) SLOSARCZYKet al, 2005
472 PO, (V2) SLOSARCZYKet al, 2005

HA 40 3880/3787/3653  H,0 KOUTSOPOULOS, 2002
3572 OH (1) SLOSARCZYKet al, 2005
3538/3494 H,O SLOSARCZYKet al, 2005
3296/2961 PO-H SLOSARCZYKet al, 2005
2926/2370 PO-H SLOSARCZYKet al, 2005
2146/2076/1994 |H/ICBde PG,  KOUTSOPOULOS, 2002
1658 Amida | KAIDEN et al.,1987
1523 Amida I KAIDEN et al.,1987
1477 CO*;B SLOSARCZYKet al, 2005
1257 Amida IlI KAIDEN et al.,1987
1089/1063/1030 PO*, () SLOSARCZYKet al, 2005
962 PO, (V1) SLOSARCZYKet al, 2005
889 CO%3(v2) A SLOSARCZYKet al,, 2005
632/600/569 PO*, (Va) SLOSARCZYKet al,, 2005
470 PO, (V2) SLOSARCZYKet al, 2005
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HA 24 3883/3789/3653  H,0 KOUTSOPOULOS, 2002
3570 OH () SLOSARCZYKet al, 2005
2146/2076 IH/ICB de Pd,;  KOUTSOPOULOS, 2002
2048/2001 IH/ICB de Pd,;  KOUTSOPOULOS, 2002
1658 Amida | KAIDEN et al.,1987
1546 Amida I KAIDEN et al.,1987
1528 Amida Il KAIDEN et al.,1987
1247 Amida Il KAIDEN et al.,1987
1092/1065 PO, (va) SLOSARCZYKet al, 2005
962 PO, (V1) SLOSARCZYKet al, 2005
891 CO%3(v2) A SLOSARCZYKet al, 2005
633/602/572 PO*, (Va) SLOSARCZYKet al, 2005
472 PO, (V2) SLOSARCZYKet al, 2005

HA PVP 24  3575/3718 OH (v1) SLOSARCZYKet al, 2005
2383/2346/2297 PO-H SLOSARCZYKet al, 2005
2069/1994 IH/ICB de Pd,;  KOUTSOPOULOS, 2002
1652 Amida | KAIDEN et al.,1987
1541 Amida Il KAIDEN et al.,1987
1308 Amida Il KAIDEN et al.,1987
1119/1080/1045 PO, (vs) SLOSARCZYKet al, 2005
974/945 PO, (V1) SLOSARCZYKet al, 2005
608 PO, (Va) SLOSARCZYKet al, 2005
550 HPO, SLOSARCZYKet al,, 2005
433 PO*, (V) SLOSARCZYKet al,, 2005

A amostra de HA PVP 24 CTT apresentou bapdasunciadas dos grupos Amida | e

Amida Il (1652 cnT e 1541 crit, respectivamente) e uma banda mais estreita delaAHii

(1308 cnt). A amostra de HA 24 CTT apresentou bandas proadas de Amida | (1658
cm®), Amida Il (1546 crit e 1528 crit) e Amida Il (1247 crit). A amostra de HA 40 CTT
apresentou bandas pronunciadas de Amida | (1658 enAmida Il (1257 crit) e uma
banda estreita de Amida Il (1523 ¢n A amostra de HA 88 CTT apresentou bandas

pronunciadas de Amida | e Il (1652 ¢ra 1534 crit, respectivamente).
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6 CONCLUSOES

Ao final deste trabalho, a partir dos residsaencontrados nas analises de caracterizacao
fisico-quimica das amostras de hidroxiapatita Siz#das e de sor¢do e dessorcdo da BSA,

pode concluir-se que:

1. Hidroxiapatita nanométrica pode ser sintetizadpreaenca do polimero PVP;

2. Foi possivel obter hidroxiapatita pouco cristaliau nanomeétrica semelhante ao
padrdo da fase mineral do osso humano em todamestras verdes de HA e nas
amostras HA 88 CTT, HA 40 CTT e HA 24 CTT, de acombm as analises de

difragé@o de raios X e de refinamento pelo métodRidéveld,;

3. A amostra sintetizada com adicdo de PVP (HA PVPCJA) apresentou outros
fosfatos de célcio apds a sinterizacdo. Essetaglsu atribuido & decomposicédo da
brushita e da hidroxiapatita célcio deficiente.hipdtese da precipitacdo de brushita
aponta para a presenca de hidroxiapatita calcicielefe, concomitantemente. Essa
conclusdo estd embasada nos resultados das argéisdsTIR, que indicaram a

presenca de bandas de brushita ou monetita;

4. Foi possivel obter hidroxiapatita carbonatada gqmw tB, semelhante as apatitas
encontradas no esmalte dentario e no 0sso coricatodas as amostras de HA, de
acordo com as andlises de FTIR, com bandas de readbamais fortemente
pronunciadas nas amostras de HA com 24 horas @étheximento dos precipitados;

5. As amostras de HA CTT apresentaram baixos valaeseh de superficie que foram
atribuidos a alta temperatura de sinterizacdo (X1)90ndicando a relacdo de maior

tamanho de cristalitos com menor valor de areaiderficie;

6. Foi possivel sintetizar particulas submicrométreasmnométricas, formando diversos
aglomerados. O resultado do tamanho dos granuladirtiamente proporcional ao
tempo de envelhecimento dos precipitados (HA 88K > HA 24), de acordo com

as analises de microscopia eletronica de varreglda transmissdo. O tempo de 24
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horas de envelhecimento dos precipitados propi@odormacdo de particulas
nanométricas de HA;

7. Foi verificada uma associacao entre os cristaildAle o PVP, formando um novelo e
criando um ambiente confinado para os cristaisue possivelmente dificultou o

crescimento dos graos;

8. A HA PVP 24 sorveu 100% da BSA, seguida da HA 2105%). As amostras HA 88
e HA 40 sorveram valores menores de BSA, 27,54%, 84%, respectivamente. Os
resultados das amostras de HA CTT néo apresentdifaranca significante e foram
menores do que os valores encontrados nas amestoes, de acordo com a andlise
de espectroscopia de UV-VIS, baseada na area dafisigp das amostras. A BSA

sorvida ndo dessorveu sob acdo da agua Mlji-Q

9. Os resultados de FTIR apresentaram maior capaciladigacdo da BSA a amostra
HA PVP 24, que apresentou menor tamanho de pasicaligerindo que a estrutura

morfologica pode influenciar na interacdo do biamat com a proteina.
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