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RESUMO

As apatitas tém sido largamente estudadas nos ultimos anos como bioceramicas com o intuito
de buscar materiais cada vez mais biocompativeis com os tecidos bioldgicos. Inevitavelmente,
a implantacdo de qualquer tipo de material em um organismo humano origina uma resposta
do organismo caracteristica que ndo depende somente da natureza e composi¢do do
biomaterial, mas também de fatores tao especificos como a forma, o tamanho, a geometria e
as propriedades e caracteristicas superficiais, com respeito aos materiais. Neste trabalho
estudou-se a sintese da hidroxiapatita-coldgeno bovino analisando a influéncia da secagem e
do tempo de envelhecimento nas caracteristicas morfoldgicas e estruturais da hidroxiapatita A
secagem foi realizada por dois métodos: estufa e liofilizacdo. As amostras foram
caracterizadas por espectroscopia na regido do infravermelho, analise térmica diferencial e
termogravimetrica, difratometria de raios X, distribui¢do do tamanho médio das particulas,
area superficial especifica pelo método BET e microscopia eletronica de varredura e
transmissdo. As micrografias obtidas por microscopia eletronica de transmissao revelam a
formacdo de aglomerados de cristais de tamanhos nanométricos, € com forma acicular. Pela
andlise de raios X verifica-se que a presenca de coldgeno durante a sintese nao compromete a
estabilidade da fase hidroxiapatita. Entretanto, observa-se a influéncia da presenca de
coldgeno, da secagem e do tempo de envelhecimento nos resultados obtidos de distribuicao do
tamanho médio de particulas e drea superficial especifica. Os resultados mostram a
importancia do processamento nas caracteristicas finais do material, sendo que no processo de
liofilizacdo e com tempo de envelhecimento de 30 dias ocorre um aumento da area superficial
especifica do p6, cujo o valor determinado é de 89,10 m*/g, sendo assim apresentam maior
tendéncia em formar aglomerados do que as secas em estufa.

Palavras-chave: Hidroxiapatita, coldgeno, compdsitos
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ABSTRACT

Apatites have been widely studied lately as bioceramics in the search for materials which are
more and more biocompatible with biological tissues. Unavoidably, the implant of any kind
of material in a human body originates a response from this body, characteristic which does
not depend only on the nature and composition of the biomaterial, but also on factors as
specific as form, size, geometry and properties and superficial characteristics, regarding these
materials. This work studied the synthesis of bovine collagen-hydroxyapatite analyzing the
influence of drying and ageing time on the morphologic and structural characteristics of
hydroxyapatite. Drying was carried out through two methods: oven and freeze drying.
Samples were characterized through spectroscopy in the infrared region, differential thermal
and thermogravimetric analyses, X-ray diffractometry, particle average size distribution,
specific superficial area through BET method and transmission and scanning electronic
microscopy. The micrographs obtained through transmission electronic microscopy reveal the
formation of crystal agglomerates of nanometric size with acicular form. However, the
influence of collagen and drying methods on the results obtained from distribution of particles
average size, specific superficial area and SEM was observed. By comparing drying methods,
it can be said that freeze dried samples presented different characteristics among themselves,
although they still present desired characteristics to obtain apatites for future applications.

Keywords: Hydroxiapatite, collagen, composites
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1. INTRODUCAO

Com o desenvolvimento de novas tecnologias que proporcionam uma melhoria na
qualidade e expectativa de vida das pessoas, teve-se o aumento em grande nimero de
pesquisas sobre a utilizagdo de materiais para restaurar ou substituir partes danificadas dos
tecidos, esses materiais sdo denominados de biomateriais'. H4 vérias defini¢des para o termo
biomaterial; uma dessas definicdes aponta como sendo um material com uso para
substituicdes totais ou em parte de uma funcdo do corpo de maneira segura, confidvel,
econOmica e fisiologicamente confidvel.” Eles podem ser classificados em sintéticos que
abrangem as ceramicas, metais € polimeros sintéticos; em naturais como o coldgeno, seda,
queratina, polissacarideos e tecidos naturais; e em biomateriais compodsitos, que sao
compostos por mais de um tipo de material.® Sdo tolerados de forma transitéria ou
permanente pelos diversos tecidos que constituem os 6rgdos dos seres vivos."*

Um aspecto de enorme importancia sobre as possibilidades de aplicacdo dos
biomateriais € a necessidade de que tanto os componentes, como o0s produtos que se
regeneram em processos biodegradativos dependem da biocompatibilidade. A
biocompatibilidade é uma propriedade inerente a qualquer tipo de materiais para qualquer
aplicacdo como: odontoldgicas, otorrinolorinlogia, cicatrizacdo, cirurgia ortopédica, entre
outras. Esta propriedade se define como a capacidade de um determinado material para dar
uma resposta apropriada em uma aplicacdo especifica. Com respeito as caracteristicas dos
biomateriais, o fator mais importante se modula na resposta do organismo humano, sendo que
essa resposta estd associada, também, a fatores como: composi¢do, forma, tamanho,
geometria e as propriedades superficiais do biomaterial.’

Dentre estes materiais, podemos citar as ceramicas de fosfato de célcio. As ceramicas

compostas de calcio e fosfato, hidroxiapatita e fosfato tricdlcio, t€ém sido utilizados em vérias

condic¢des clinicas nas quais € necessario o emprego de enxertos alopldsticos que apresentem



biocompatibilidade com o tecido 6sseo. Tem sido mostrado que produtos caracterizados como
sendo hidroxiapatita pura apresentam biocompatibilidade diferente de produtos formados pela
mistura de hidroxiapatita e fosfato tricdlcio.” Resultados preliminares utilizando cultura de
células sugerem que a presenca de maior porcentagem de microporos interfere de maneira
negativa com a biocompatibilidade da hidroxiapatita. Tais evidéncias sugerem que o
comportamento bioldgico destas ceramicas € dependente de vdrios fatores, dentre eles a
composi¢do quimica e as caracteristicas morfoldgicas e estruturais do produto, justificando a
necessidade de se investigar a influéncia de vérias etapas do processo de obtengdo da
hidroxiapatita sobre o produto final. Em relacdo a composi¢do quimica para melhoria da
biocompatibilidade e da osteoconducao podemos obter compdsitos ou nanocompdsitos do
tipo hidroxiapatita — coldgeno.’

O coldgeno é a proteina mais abundante no corpo humano, representando 30% do
total das proteinas do organismo. Essa familia das proteinas do coldgeno inclui moléculas
geneticamente distintas, produzidas por diversos tipos celulares e podem ser distinguidas pela
composi¢do bioquimica, caracteristicas morfoldgicas, distribuicdo, funcdes e patologia.
Existem mais de 20 espécies diferentes de coldgeno, destas somente 14 sdo bem conhecidas,
sendo o coldgeno do tipo I 0 mais abundante.””

As aplicacdes do coldgeno devem-se principalmente a algumas propriedades
importantes no desenvolvimento de biomateriais como baixa resposta imunoldgica; baixo
indice de alegernicidade; biodegradabilidade (susceptivel a acdo de colagenases e outras
substancias celulares). Também podemos destacar que o material pode ser processado de
vérias formas como folhas, tubos, esponjas, pds, solucdes, dispersoes e injeta’lveis.3 7

A formagdo de compdsitos de hidroxiapatita e coldgeno possuem grande importancia
para a sua utilizacdo como biomaterial devido aos seus componentes individuais possuirem

caracteristicas essenciais, como por exemplo, o coldgeno promove cicatrizacdo de fraturas e



regeneracao Ossea e ¢ também um agente hemostatico e a hidroxiapatita tem sido amplamente
utilizada na preparacdo de compdsitos devido a sua similaridade com o tecido calcificado do
osso humano. Porém, apresenta fragilidade caracteristica das ceramicas, portanto, sua
combinacdo com coldgeno torna seu uso como biomaterial mais vantajoso.®

Sabe-se que a estrutura cristalina da hidroxiapatita (HAP) é conhecida por permitir
substitui¢des anidnicas e catidnicas mantendo sua eletroneutralidade. A substituicdo desses
ions causa altera¢des notdveis em sua estrutura. Uma dessas substituicdes pode ser a insercao
do ion carbonato (CO32') nos sitios dos fons PO,>" e OH.>"1°

Além de cdlcio, fosfato e fons hidroxila, o componente inorganico de tecidos dsseos
contém uma proporg¢ao significativa de ions de carbonato, embora a quantidade seja pequena,
estudos demonstraram que estes ions podem desempenhar um papel significativo na
bioquimica desses tecidos."’

A microestrutura e propriedades resultantes da suspensdo de HAP t€ém grande
variagdo com os parametros da sintese, dessa maneira € importante o controle rigido durante a
sintese do material. Os valores de pH do sistema durante e apds a reacdo, a temperatura € a
pureza dos reagentes de partida, e o método de sintese adotado sdo de grande importancia
para a formagdo de HAP. As propriedades da sintese dos p6s de HAP, como a cristalinidade,
morfologia e tamanho ou drea das particulas afetara efetivamente a sua aplicagdo como um
biomaterial.>'?

Segundo o que diz Rigo et. al, o tempo de envelhecimento da reacdo é uma das
varidveis criticas para a obtencdo de pureza e caracteristicas cristalograficas do um material.
Embora seja de grande importancia para o processo, hd uma grande dificuldade em encontrar
artigos relacionando o tempo de envelhecimento utilizado no processo. Tratando-se deste
parametro da reacdo para a obtencdo dos compodsitos de hidroxiapatita, ainda sdo pouco

estudados.'?



O tempo de envelhecimento utilizado para as amostras de hidroxiapatita e
hidroxiapatita e coldgeno foram de 1, 14 e 30 dias, com a realizacdo de analises de
caracterizacdo. Também foram obtidas amostras com tempos de envelhecimento de 7, 21 e 60
dias porem ndo foram caracterizadas e utilizadas neste trabalho.

As amostras foram separadas em dois grupos, onde foram diferenciados pelo método
de secagem adotado, estufa e liofilizagao. Para o primeiro grupo a secagem utilizada foi por
estufa a uma temperatura de 90 °C a 100 °C, e o segundo grupo foi seco por liofilizacdo onde
ocorre um processo de sublimacao da 4gua contida nas amostras.

O objetivo geral deste trabalho de mestrado foi propor e avaliar uma rota de sintese
para a producdo de nanocompésitos de HAP e coldgeno bovino, obtidos por reacdo de
precipitacdo associada diretamente ao coldgeno, com composicdo quimica e cristalinidade
similar a uma apatita bioldgica.

Com este trabalho buscou-se obter informag¢des mais especificas, realizando um
estudo das condicdes de sintese e processamento na obtencdo de nanocompdsitos de
hidroxiapatita e coldgeno bovino. Desta forma os objetivos especificos deste trabalho foram:

o Observar as alteracdes provenientes dos métodos de secagem por estufa e

liofilizagdo.

o Analisar as possiveis mudangas ocorridas decorrentes dos diferentes tempos de
envelhecimento adotados durante o processo que foram de um, quatorze e trinta
dias.

o Verificar a morfologia e tamanho das particulas obtidas.

o Verificar o efeito da adi¢do de coldgeno na hidroxiapatita.

o Foram avaliadas as possiveis alteracdes provenientes de dois diferentes métodos

de secagem: estufa e liofilizacdo e, dos diferentes tempos de envelhecimento.



Portanto neste trabalho foi realizado um estudo das condi¢des de sintese e
processamento na obten¢do de nanocompdsitos de hidroxiapatita e coldgeno bovino. Foram
avaliadas as alteragdes provenientes de dois métodos de secagem: estufa e liofilizacdo e, de

diferentes tempos de envelhecimento.



2.  REVISAO DE LITERATURA

2.1 BIOMATERIAIS

O aumento da expectativa de vida do homem, e a consciéncia sobre os problemas de
estrutura 6ssea, decorrentes de processos inflamatdrios, acidentes ou osteoporose, tem levado
pesquisadores, principalmente dos paises mais desenvolvidos, a procura de materiais que
possam substituir de forma apropriada os ossos danificados sendo a introdu¢do de materiais
no corpo humano uma das formas mais usuais de se restaurar ou substituir partes ou a
totalidade de tecidos ndo-produtivos, e fruto de traumas ou tumores. "1+

Durante muito tempo a utilizagdo de materiais na recuperacao de 6rgaos ou tecidos
ocorreu de maneira empirica e pouca atencdo era dada a investigacdo e compreensdo das
propriedades biolégicas dos materiais empregados antes de se iniciar a sua utilizagdo clinica.
Informacdes sobre a eficiéncia e utilidade desses materiais eram obtidas a medida que se
iniciava o seu uso.*

A utilizacdo de materiais para o reparo de tecidos vivos tem aumentado
consideravelmente nas ultimas trés décadas, gracas ao desenvolvimento de novos materiais e
a uma melhor compreensdo dos mecanismos de sua interacio com Os Organismos Vivos.
Relatos do uso de enxertos 0sseos com sucesso datam do inicio do século XIX, contudo esses
enxertos limitavam-se ao osso autégeno e algumas tentativas de utilizar osso homédgeno ou
xenégen0.3’4'

Os materiais utilizados na substituicdo de ossos enquadram-se em uma classe
denominada de biomateriais, devem apresentar propriedades fisicas e bioldgicas com os
tecidos vivos hospedeiros, estimulando uma resposta adequada dos mesmos. Tais
propriedades caracterizam a biocompatibilidade, provocando reacdes que favorecam o

desenvolvimento de processos como: fixa¢do de implantes, regeneracdo de tecidos anfitrides



ou biodegradacdo da matéria, sendo que grande parte dos materiais bioativos sao
cerdmicas.'>'®

Os biomateriais sdo usados de maneira a interagir com sistemas bioldgicos, servindo
por um periodo longo com a minima falha. Eles devem ser inertes, degradédveis, absorviveis e
favorecerem o crescimento 6sseo por conducdo e, se possivel, por indugdo.> '8

Essas caracteristicas dependem das propriedades fisicas e quimicas do material, que
devem ser compativeis com as reagdes fisioldgicas do osso, e os tipos de interagdo entre
tecido-implante sdo fundamentalmente dependentes do tipo de material e podem ser reunidos
nos seguintes grupos: inertes, porosos, bioativos e reabsorviveis, como podem ser observados
na tabela 1. As propriedades quimicas e a morfologia estrutural da superficie influenciara
severamente na interacdo entre o implante e o ambiente bioldgico e conseqiientemente na sua

performance como implante." > ¢ 1719

Tabela 1 — Classificacio das biocerdmicas’

Tipo de bioceramica Interacoes com os tecidos Exemplos

Nao hd interacdes quimicas e nem

Inertes bioldgicas Alumina

Ocorre o crescimento interno dos
Aluminatos e hidroxiapatita
Porosas tecidos através dos poros
porosos

Ocorre uma forte ligacdo na o ) ) ) )
Biovidros, hidroxiapatita e vitro-

Bioativas interface osso-implante _
cerimicas
As ceramicas sdo degradadas e
Reabsorviveis substituidas pelos tecidos Gesso e fosfato tricdlcico

Algumas caracteristicas sdo fundamentais para se utilizar materiais em organismos
Vivos:

- ser biocompativel, isto €, ndo induzir a respostas teciduais ou imunoldgicas;



- ndo ser téxico nem carcinogénico;

- ser quimicamente estavel;

- ter estabilidade mecanica adequada;

- ter peso, densidade e forma adequada;

- ser relativamente barato, reprodutivel e de facil fabricacao;

- ser biofuncional, ou seja, desempenhar a fun¢do para a qual foi projetado com a
méxima eficiéncia.’

Sabe-se hoje que ndo existem materiais inertes, pois sempre estdo ocorrendo algum
tipo de interacdo entre o tecido receptor e o material implantado, tal conhecimento é crucial
no controle da resposta bioldégica a um implante e é possivel através de modificacdes na
topografia da superficie do material implantado, tal como rugosidade e relevo, tentar
direcionar a resposta biolégica do tecido receptor.”

Mais recentemente, o desenvolvimento de materiais considerados bioativos e
biodegraddveis vem sendo enfatizado ja que, além de substituir tecidos traumatizados, estes
materiais também podem propiciar a recuperacao do tecido danificado através da atuacdo em
metabolismos intra e extracelulares pela reproducdo celular e propagacdo dos tecidos em
crescimento.'*

A aplicacdo dos biomateriais ocorre em diversos campos da medicina, como por
exemplo: em préteses ortopédicas ou cirurgias cardiovasculares, 6rgdos artificiais, materiais
para reparacao de tecidos e sistemas de liberacao de farmacos. A utilizacdo de biomateriais no
reparo de partes danificadas do tecido dsseo tem revolucionado a ortopedia e a odontologia
atuais. O emprego de substancias quimicas que facilitem a reparacdo Ossea, através da
osteogénese, osteoindugdo e osteoconducdo, € alvo de pesquisas constantes.> ' 7
E em se tratando de materiais biodegraddveis, um dos grandes objetivos de

bioengenheiros e cientistas € a producdo de biomateriais capazes de substituir tecidos



danificados por certo periodo de tempo durante o qual o processo de reparo natural da drea
afetada estaria sendo promovido.> '®

Em termos de biomateriais, uma andlise da estrutura dos tecidos que constituem o
corpo humano permite mostrar que os mesmos sdo tipicamente compdsitos, formados por
dois ou mais componentes que, em conjunto, sao responsaveis pelas propriedades finais do
tecido, e a partir disso, sugere-se que a substitui¢do de tecidos vivos por materiais sintéticos
pode estar ligada ao desenvolvimento de compdsitos especiais capazes de reproduzir as
propriedades dos tecidos humanos. Uma alternativa para o cumprimento simultaneo destes
requisitos € a combinacdo das propriedades mecanicas e fisicas dos materiais bioinertes ou
biotolerdveis com as propriedades biolégicas das bioceramicas.'®*"

Tal tipo de organizacdo estrutural em materiais sintéticos se assemelha a estrutura
presente em alguns tecidos vivos, como o 0sso, onde o constituinte inorganico, que ¢é
basicamente hidroxiapatita e entidades organicas como o coldgeno, se interagem em diminuta
escala, formando nanofases ligadas entre si por ligagcdes quimicas de primeira ordem, isso
ocorre quando um material bioativo € implantado no corpo humano, e uma série de reacdes
bioquimicas e biofisicas ocorrem na interface tecido-implante, e que resultam em uma forte
interacdo interfacial associada a formacdo de uma camada de hidroxiapatita carbonatada na
superficie do implante.”’16

Dentre esses fatores, destaca-se o fraco desempenho dos materiais utilizados
atualmente que sdo projetados para executarem suas fungdes por um periodo maximo de 10
anos, e com o aumento do tempo de vida médio da populacdo, torna-se necessirio o

desenvolvimento de biomateriais com propriedades superiores e capazes de cumprir suas

atividades por tempos mais prolongados.14
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2.2 BIOCERAMICAS DE FOSFATOS DE CALCIO

As ceramicas de fosfato de cdlcio tém merecido lugar de destaque entre as
denominadas bioceramicas por apresentarem biocompatibilidade, auséncia de respostas a
corpo estranho ou inflamagdes e aparente habilidade em interagir com o tecido hospedeiro,
seu uso tem se estendido desde o emprego isolado do material até outras formas de utilizacao,
como em revestimentos de préteses metdlicas ou associadas a materiais poliméricos, tais
como o coldgeno. Tais vantagens podem ser explicadas pela natureza quimica destes materiais
que por serem formados basicamente por fons cdlcio e fosfato, participam ativamente do
equilibrio idnico entre o fluido biolégico e a cerAmica.'”

Em geral, os fosfatos de célcio ocorrem em calcificacdes normais e patoldgicas, o
que tem despertado um interesse significativo no uso destes compostos como materiais de
partida para obten¢ao de biomateriais. Uma forma usual de classificacdo dos diversos fosfatos
de célcio pode ser através da razao molar Ca/P dos precursores da sintese. Desta forma, varios
fosfatos de cdlcio que possuem uma razdo variando de 0,5 a 2,0 podem ser sintetizados pela
precipitacdo a partir de solu¢des contendo fons célcio e fosfato, sob condi¢gdes alcalinas ou
acidas. A tabela 2 relaciona os principais fosfatos de cdlcio, suas ocorréncias no sistema
bioldgico e suas relacdes Ca/P. 113, 21.

Tabela 2 — Ocorréncias de fosfatos de célcio em sistemas biolégicos e suas relagdes Ca/P"’

Nome do composto Férmula quimica Ocorréncias Ca/P
Monohidrogeno fosfato CaHPO,.2H,0 Ossos decompostos, 1,0
de calcio dihidratado célculo dentério
(DCPD)
Pirofosfato de calcio Ca,P,0,.2H,0 Depésitos de pseudo- 1,0
dihidratado (CPPD) gotas de fluidos
Fosfato de octacalcio CagH,(PO,)s.5H,0 Calculo dentario e 1,33
(OCP) urindrio
Fosfato de calcio (TCP) Ca3(POy), Calculo dentério e 1,5

urinario, caries dentarias,
pedras salivares,
calcificacdo de tecidos

Hidroxiapatita (HAP) Ca;o(PO4)¢(OH), Esmalte, dentina, osso, 1,67
célculo dentério e
urindrio, pedras,

calcificagdo do tecido




A utilizacdo de ceramicas como biomateriais foi relatada pela primeira vez com a
utilizagdo sulfato de célcio ou gesso (CaSO4.%2H,0) como um possivel substituto para 0ssos.
Este material apresenta uma resisténcia mecanica muito baixa e é completamente reabsorvido
pelo organismo, resultando em uma rapida fragmentacdo e degradagdo. Tais propriedades
pouco atrativas praticamente excluiram a sua utilizacdo como implantes de biocerAmicas.'

A década de 70 marcou o inicio do uso mais intenso de materiais ceramicos com
propriedades que possibilitam a sua classificacdo como bioceramicas, € a primeira com uso
muito difundido nesse periodo foi a alumina densa (a-Al,Os;), que se apresenta como
bioinerte." >

A alumina densa vem sendo utilizada ainda com freqiiéncia em préteses ortopédicas
que substituam ossos ou parte deles, submetidos a esfor¢os elevados, na sua atividade
funcional, devido a sua boa biocompatibilidade e elevada resisténcia mecanica."?*

As cerdmicas podem ser produzidas por uma série complexa e demorada de reagcdes
de sintese utilizando principalmente, hidréxido de cdlcio e 4cido fosférico. Ao final dessas
reacOes de sintese, obt€ém-se as ceramicas na forma de um po, isto €, constituidas por um
aglomerado de particulas em simples justaposicdo, mantidas juntas por ligacdes muito
fracas.”

Uma das desvantagens apresentadas pelas bioceramicas é a reduzida resisténcia
mecanica, que restringe seu uso as regides que nao requeiram sustentacdo. Uma forma de
contornar tal restricio € a utilizacdo de metais revestidos com ceramicas por técnicas como o
Plasma Spray, que permitem aliar as vantagens intrinsecas das bioceramicas com resisténcia
do metal.'

A dimensdo dos poros de um biomaterial pode favorecer o crescimento ou nio do

osso através do material, poros maiores que 100 um favorecem o crescimento do 0sso através

do material, de maneira similar ao sistema haversiano do osso humano, beneficiando a
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osteocondu¢do na formagdo do osso novo e sua aplicacdio em uma implantacdo 6ssea. Este
tamanho de poro define uma porosidade 6tima as bioceramicas e estd relacionada a
necessidade de fornecer um suprimento sanguineo ao tecido conectivo em crescimento, os
quais permitem o desenvolvimento de um sistema de vasos capilares entremeado com a
ceramica porosa. E em se tratando de microporos, uma maior porcentagem de poros menores
que 10 um interferem de maneira negativa com a biocompatibilidade da hidroxiapatita.'***>
Para a obtenc¢do de ceramicas com poros dessa grandeza, as técnicas, comumente
utilizadas consistem na mistura de algum polimero ou substincia organica ao material em pd,
que € eliminado posteriormente durante as etapas de consolidacdo da ceramica, ou o
umedecimento do material em pé com peroxido de hidrogénio, que posteriormente
decompde-se com a liberacdo de oxigénio gasoso formando poros. No caso de ceramicas de
fosfato de célcio, alternativamente pode-se proceder a troca hidrotérmica do ion carbonato do

carbonato de calcio por ions fosfato, processo de formacdo dos corais marinhos que resultam

e . . 1
em “replicas de corais”, que apresentam naturalmente a porosidade adequada.

2.3 HIDROXIAPATITA

A hidroxiapatita (HAP) ocupa posi¢do de destaque entre os biomateriais, por sua
larga aplicacdo no campo da medicina e da odontologia, como um substituto 6sseo e dentario
em implantes. Sua férmula estequiométrica € Ca;o(PO4)s(OH),, com razdo Ca/P igual a 1,67.
Das fases de apatitas conhecidas, a HAP € a fase mais estdvel termodinamicamente em meio
fisiol6gico.'> *°
As propriedades biologicas da hidroxiapatita sintética sdo bem documentadas na

literatura, como a bioatividade e biocompatibilidade, e recebe uma aceitacido especial como

substituto dsseo. Sendo que ja foi utilizada na correcdo de defeitos 6sseos no homem e em



vdarias espécies animais, com resultados satisfatérios o suficiente para ser indicada como
alternativa para os enxertos 6sseos em rotinas clinica.'” >

O uso da HAP para finalidades clinicas se deve primeiramente a alta
biocompatibilidade e aparente habilidade em se ligar ao tecido hospedeiro (osteointegracio),
favorecendo o crescimento do osso sobre o material ou entre ele (osteoinducio), sendo sua
composi¢do quimica similar a dos ossos e dentes. Apresenta auséncia de toxidade local ou
sist€émica, auséncia de respostas inflamatérias ou a corpos estranhos, estas caracteristicas
somadas a sua alta capacidade de adsorver e/ou absorver moléculas, fazem da hidroxiapatita
um excelente suporte para a acdo prolongada de drogas anticancerigenas no tratamento de
tumores dsseos. Por outro lado, € limitado devido a sua lenta biodegradac¢do. A reabsorcao é
uma caracteristica desejada para um biomaterial em alguns tipos de implantes, nos quais o
processo de degradacdo é concomitante com a reposi¢do do osso em formau;a?lo.l’ls’21

Estudos indicam que as propriedades da HAP e a reatividade de sua superficie sao
fortemente dependentes das condi¢cdes de sintese empregadas, o que determina sua
composi¢do e microestrutura, e € vantajosa por causa de sua composi¢dao uniforme, alta
biocompatibilidade, seguranca (ndo é toxica, nem alergénica ou carcinogénica).' %"

O crescimento da HAP, tanto no meio biolégico quanto em solug¢des aquosas, ocorre
em meio contendo, além de fons célcio e fésforo, elementos-tracos essenciais tais como:
Mg”*, HCO*, K* e Na*. %

E importante salientar que o potencial de aplicacdo tecnolégica da HAP nio se
restringe a medicina. Na drea de controle ambiental, o material é proposto como absorvente
de metais pesados em rejeitos industriais € em 4guas poluidas devido a sua capacidade em

remover cations metélicos, como catalisador na decomposi¢do de compostos organoclorados

poluentes, provenientes da industria metaldirgica e da incineracdo de lixo industrial. Na
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catdlise industrial, a HAP cerdmica aparece como uma base sdlida capaz de catalisar a
decomposicio de dlcoois, assim como a oxidacdo do metano.'>

A estrutura da hidroxiapatita é formada por grupos fosfatos, onde o fésforo se liga
com o oxigénio, e grupos hidroxila, esses grupos, juntamente com o cdlcio, distribuem-se
espacialmente segundo um sistema hexagonal, pertencente ao grupo espacial P63/m e
dimensoes de cela unitaria a=c=9,42 Aeb= 6,88 A, conforme a figura 1. Deformacgdes na

rede sdo causadas pelo deslocamento das hidroxilas formando a estrutura monoclinica da

hidroxiapatita, um arranjo mais fechado, com grupo espacial P2,/b.!5?

Figura 1 — Cela unitéria da hidroxiapatita.”’

Uma das caracteristicas estruturais interessantes da HAP, é que ela permite que os
grupos hidroxila (OH") sejam retirados com relativa facilidade, gerando canais vazios entre os
hexagonos formados pelos ions de cédlcio, por onde podem conduzir para dentro da estrutura
do material cerdmico, outros ions e moléculas. A estrutura dos fosfatos ceramicos permite
aos fons de cdlcio serem substituidos por uma grande variedade de metais, como chumbo
(Pb>"), cddmio (Cd*"), cobre (Cu?"), zinco (Zn®"), estroncio (Sr*%), cobalto (Co>*), ferro
(Fe*"), entre essas substitui¢des idnicas podemos destacar as ocorridas pelo grupo carbonato
(COs%). Essas substituicdes podem alterar a cristalinidade, os parametros de rede, as
dimensdes dos cristais, a textura superficial, a estabilidade e a solubilidade da estrutura da

hidroxiapatita.'>*7 2%



Outra caracteristica da HAP € sua capacidade de adsor¢do, podendo fixar moléculas
de outra substancia em sua superficie. Essa propriedade possibilita o seu uso em implantes,
suporte para antibidticos e drogas anticancerigenas, e pode ser empregada na liberagdo

controlada de medicamentos em tratamentos prolongados de infec¢des e doencas 6sseas.”’

24  FATORES QUE INTERFEREM NA MICROESTRUTURA DA HIDROXIAPATITA

H4 um grande nimero de relatos na literatura a respeito da produgdo e sintese da
hidroxiapatita enfatizando as variacdes no comportamento e propriedades do material de
acordo com o método utilizado. Com a evolu¢do das pesquisas, tornou-se claro que apenas
imitando a composi¢do dos ossos ndo € suficiente para obter materiais com composicdes e
propriedades semelhantes a do osso natural.™

Segundo Afshar et al (2003), para se obter HAP totalmente pura é importante ter um
controle rigido da atmosfera durante a sintese. Alguns pardmetros como, natureza e
composicdo do material de partida, influéncia do CO5” na sintese, controle do pH, tempo de
envelhecimento, razdo de adi¢ao do acido, razdo Ca/P, temperatura da solucao, e meio na qual
a reagdo estd sendo processada, precisam ser sempre controlados, sendo que complicag¢des
com a maioria dos métodos convencionais de precipitacdo devem-se a dificuldade em
controlar esses fatores, o que podem conduzir a ligeiras diferencas na estequiometria,
cristalinidade e morfologia do material.'” *'*%

A microestrutura e propriedades resultantes da suspensdo de HAP tém grande
variagdo com os parametros da sintese. Os valores de pH do sistema durante e apds a reagdo, a
temperatura e a pureza dos reagentes de partida, e a sintese propriamente dita sdo de grande

importancia para a formagdo de HAP. As propriedades da sintese dos pés de HAP, como a
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cristalinidade, morfologia e tamanho ou drea das particulas afetard efetivamente a sua
aplicacdo como um biomaterial."?

A hidroxiapatita sintética pode ser produzida por uma variedade de precursores e por
diferentes processos incluindo precipitacdo, sol-gel e processamento hidrotérmico.*'*

Os pés-ceramicos podem ser obtidos por via seca ou umida. O processo por via seca
chama atencdo, pela alta reprodutividade e o baixo custo, e o processo por via imida destaca-
se por sua relativa simplicidade e baixo custo, além de permitir a obtencdo de um biomaterial
homogéneo, reativo e de composicao estequiométrica melhor definida, e ainda possibilita um
controle nas condicdes de sintese.*>%

Os processos por via seca resultam em pds-ceramicos muito finos e homogéneos,
enquanto que os processos por via imida envolvem a preparacdo de uma solu¢cdo homogénea
de sais contendo um dos fons de interesse € a sua mistura com um agente precipitante,
geralmente uma solucdo contendo o outro ion de interesse. A hidroxiapatita precipitada por
via umida possui caracteristicas similares as do tecido dsseo e dentdrio, diferente da
hidroxiapatita sintetizada a altas temperaturas.'>~

A sintese de fosfatos de célcio via precipitacdo quimica apresenta vantagens quando
comparada aos métodos tradicionais de produgdo de hidroxiapatita, devido ao seu baixo custo
e simplicidade, no entanto a maioria dos procedimentos sintéticos apresenta a formacdo de
produtos ndo estequiométricos e mistura de fases. Os processos de precipitacdo consistem na
adicao de grupos fosfatos a suspensdes que contenham ions cdlcio, podendo partir de
diferentes reagentes. Dependendo do processo de fabricacdo, as propriedades da
hidroxiapatita apresentam caracteristicas diferentes. Quando sintetizadas em altas

temperaturas, apresentam boa cristalinidade e cristais grandes. Quando sintetizadas em baixas

. . .. . . 13
temperaturas, apresentam baixa cristalinidade e cristais pequenos.
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O processo sol-gel € um método que permite uma mistura em nivel molecular dos
ions cdlcio e fésforo que € capaz de melhorar a homogeneidade quimica e fisica resultando
em uma granulagcdo mais fina. A escolha dos precursores e solventes comuns para a obtencao
do sol deve sempre utilizar reagentes mais reativos que em geral sdo os alcoxidos dos
respectivos cétions e 4nions que devem compor a fase inorgénica final desejada.’

A sintese pelo processo hidrotérmico consiste na obten¢do de um composto através
da reacdo de materiais precursores na presenca de uma solu¢do hidrotérmica. Nesse processo
pode-se controlar a estrutura cristalina através da temperatura, do tempo e da pressdo de
processamento. Essa sintese é realizada em temperaturas entre 275 °C e 375 °C, sob pressao
de vapor de 12000 psi.*®

A hidroxiapatita com razdo Ca/P equivalente a 1,667 com composicdo
estequiométrica, tem sido a mais estudada para finalidades clinicas, por ser o principal
componente presente na fase mineral dos 0ssos.”

Segundo Raynaud et al, a sintese estd condicionada a influenciar na composicao dos
pOs. Ele relaciona quatro casos diferentes que dependem da relagdo de Ca/P do precipitado. O
primeiro caso fala da razdo Ca/P entre 1,50 e 1,667, valores que correspondem para a
formulacdo quimica de uma hidroxiapatita deficiente em calcio (Ca-dHAP). Com estas
condi¢des experimentais era possivel obter uma boa reprodutibilidade, sendo que seus pds
poderiam ser processados com uma divergéncia relativa de Ca/P estimada e inferior a 1%,
com um pH constante em 7 e com o aumento da temperatura. Amostras sintetizadas com Ca/P
iguais a 1,50 , sdo obtidas com composi¢do correspondente a apatita tricdlcio fosfato
Cag(PO4)6(OH), mas sua obtencdo totalmente pura exige um controle muito rigido dos
parametros da sintese e de dificil obten¢cdo. Amostras que foram obtidas com Ca/P iguais a
1,667 , valores da HAP estequiométrica podem ser sintetizadas com uma alta

reprodutibilidade e precisdo. Este fato pode ser explicado porque sua composi¢ao pode ser
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obtida dentro de uma grande variedade de parametros de sintese. O pH deve ser basico e com
uma temperatura acima de 90 °C, e os valores dos reagentes iniciais devem ser fixos para
obter essa razdo. Amostras com Ca/P maiores que 1,667 s@o obtidas em condicdes de sintese
semelhantes as usadas para a HAP estequiométrica quando as relagdes dos reagentes iniciais
ultrapassarem 1,667.37’39

A estabilidade térmica da variedade de amostras de HAP preparadas por diferentes
métodos umido-quimicos tem sido estudada. As sinteses a altas temperaturas envolvem
normalmente reagdes no estado sdlido, e conduzem a apatitas com alto grau de pureza e
cristalinidade, porém com pequenas dreas especificas. As sinteses a baixas temperaturas usam
técnicas tradicionais de co-precipitacdo, em solug¢do aquosa, hidrélise e envelhecimento de
precursores. Os resultados mostram que a estabilidade quimica da hidroxiapatita depende
intrinsecamente da estequiometria e estrutura do cristal, sendo que a elevada temperatura de
decomposicdo implica na boa estabilidade térmica da HAP.">%

Segundo Raynaud et al, aquecendo as amostras em faixas de temperaturas diferentes
pode-se observar a decomposi¢ao do material, quando aquecidas em faixas acima de 700°C
observa-se a decomposi¢ao das amostras em uma mistura bifasica de HAP e B-TCP e acima
de 750°C os picos de difracio da HAP desaparecem por completo.'*

Segundo Rodriguez et al., quando as reacdes de sintese realizam-se em temperaturas
préximas a 90 °C, obtém-se um produto com razdo Ca/P de 1,67. Em temperaturas de 25-
37°C sdo obtidas amostras na escala do osso humano, enquanto que quando sinterizadas a
90°C sdao similares ao esmalte do dente. Segundo Chen e Tien, os compdsitos de
hidroxiapatita e coldgeno em temperatura de 37 a 40°C possuem uma semelhanga maior com
os compdsitos obtidos naturalmente.*'*?

A sintese das amostras de HAP sdo dependentes da variagdo do pH durante o

processo de obtencdo do material. Para sinteses com valores de pH baixos (pH = 4-6) exigem
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temperaturas mais altas para a precipitacdo acontecer. Conseqiientemente, com este fato é
dificil controlar as exigidas relagcdes entre HAP/TCP nos pds resultantes, outro fator critico é
o baixo pH (<7) que nao favorece a incorporacao de grupos de hidroxila basicos na rede da
HAP . O grupo coordenado por Kikuchi et al., obteve resultados para pH mais elevados
satisfatérios onde nanocristais de HAP alinhados ao longo do eixo ¢ de fibras de coldgeno
foram obtidos em pH entre 8-9 e temperatura de 40°C de forma semelhante aos encontrados
no osso natural.'"*

A estabilidade dos fosfatos de cdlcio a temperatura ambiente e em solugdes aquosas €
determinada pelo pH, sendo que se forem inferiores a 4,8, a fase mais estdvel ¢ fosfato

dicdlcio, monetita (CaHPO,); em pHs superiores a 4,8 a fase mais estdvel € a hidroxiapatita.

Fatores como temperatura e o potencial aplicado entre eletrodos podem alterar esses valores

de pH. As fases instdveis mais relevantes sdo Ca,(PO,), (B-fosfato tricilcio) e Ca,P,0O,

(fosfato tetracélcio).”

O tamanho reduzido dos cristais e a baixa cristalinidade estdo relacionados com a
presenca de defeitos na rede das apatitas bioldgicas, e a solubilidade dos fosfatos também
pode ser associada a baixa cristalinidade. Segundo Legeros (1994) e Elliot (1994) a extensao
da dissolucdo serd func¢do da composicdo, tamanho da particula, porosidade (micro e
macroporosidade), drea superficial especifica e cristalinidade (tamanho e perfei¢ao do cristal).
Entretanto, Legeros (2002) também sugere que a presenca de uma matriz organica pode
promover um efeito protetor diminuindo a extensdo de dissolucdo de cristais de HAP com
baixa cristalinidade.”**

Segundo Rigo et al, durante o envelhecimento das amostras, os cristais formados
estdo sujeitos a um processo de dissolucdo e recristalizacdo, no qual os cristais menores

desaparecem e os maiores, crescem mais rapidamente, e em conseqiiéncia disto, o nimero

total de cristais diminui, assim como a drea superficial especifica. O crescimento das



particulas durante o envelhecimento comprova que a precipitacdo continua mesmo apds o
gotejamento de todo o volume de 4cido."

Segundo Rodriguez et al., tempos de reacdo muito longos produzem um aumento na
relacao Ca/P, tendo por resultado uma diminui¢do da deficiéncia de cdlcio da amostra e um
aumento no tamanho dos cristais.*'

Os dois métodos de secagem utilizados nesse trabalho, estufa e liofiliza¢do, sdo
encontrados em artigos utilizados nos processos de obtenc¢ao da hidroxiapatita separadamente,
e ndo comparando as alteracdes ocorridas no material decorrentes deste parametro da sintese.
Tendo em vista a importancia dos parametros da sintese ja mencionados e citados por Araujo,
Afshar, Bandyopadhyay e Sena, € de grande importancia obter maiores informagdes acerca
destes métodos de secagem e sua possivel influéncia.'>'?**

Estudos enfatizam que a hidroxiapatita comeca a ser reabsorvida gradativamente
ap6s 4 ou 5 anos de implante, enquanto que outras bioceramicas comec¢am por volta de 10
anos apos o implante, o preenchimento de falhas 6sseas com HAP ocorre em menor periodo
de tempo com a utiliza¢do de granulos menores, também consideram que as particulas com
tamanho menor apresentam reabsor¢do mais rdpida, atuando como material

14,153
osteocondutor, #1333

2.5 HIDROXIAPATITA CARBONATADA (CHAP)

A apatita bioldgica difere da hidroxiapatita sintética e estequiométrica na sua
composi¢ao, cristalinidade e estequiometria. As apatitas bioldgicas nao siao estequiométricas,
~ {1 21,29.45
portanto a razao Ca/P € diferente de 1,67.
Dentre as numerosas possibilidades de substitui¢des idnicas na estrutura da HAP,

apresentam extrema importancia as substituicoes de grupos anionicos da HAP pelo fon
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carbonato (CO5”). Virios trabalhos tém mostrado que fons carbonatos estio presentes em
apatitas sintéticas e naturais em dois sitios anidnicos da estrutura denominados tipo A e tipo
B.11.33

Chama-se hidroxiapatita carbonatada do tipo A (CHAP — A) a apatita cujo ion
carbonato substitui o fon hidroxila (OH’, sitio monovalente) e hidroxiapatita carbonatada do
tipo B (CHAP — B) a apatita cujo fon carbonato substitui o fon fosfato (PO4 , sitio
trivalente). As CHAP — B sdo semelhantes as apatitas encontradas no esmalte dentdrio e no
osso cortical. A incorporagdo de fons carbonato na apatita provoca mudangas na morfologia,
parametros de rede, tamanho do cristal, deformacao e uma maior solubilidade.>* *¢

Alem dessas duas substitui¢des, o fon COs> pode ser inserido em ambos os sitios de
PO43' e de OH, formando um hidroxiapatita carbonatada do tipo AB (CHAP — AB). Estes
tipos de substituicdes contribuem para alterar os pardmetros de rede, as dimensdes dos
p 2129

cristais, a textura superficial, a solubilidade e a estabilidade da estrutura de HA

A estrutura de uma hidroxiapatita pode ser observada na figura 2.

Figura 2 — Estrutura da Hidroxiapatita ao longo do eixo c.”’

A presenca de fons carbonatos na estrutura da hidroxiapatita provoca um aumento da
solubilidade e reatividade quimica, podendo influenciar na cristalinidade da estrutura e
tamanho dos cristais. A formagdo de cristais menores contribui para um aumento da 4rea

superficial e da taxa de dissolu¢do, provocando também um alargamento dos picos de
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difracdo. Biologicamente, quanto maior o teor de carbonato incorporado a apatita tanto maior
é sua atividade metab6lica.'®"

A morfologia dos cristais sofre alteracdes quando ocorre substituicio do PO,> e OH-
pelo grupo COs3>, os cristais passam a ter uma morfologia mais esférica em vez de
aciculiforme (em forma de agulha) com o aumento do teor de carbonato.?!°

Com o aumento do teor de carbonato, a decomposicio das CHAP acontece em
temperaturas menores, formando como fase secundaria o 6xido de célcio (CaO), sendo que a
estabilidade térmica também é influenciada com a presenca do fon carbonato.”

A estrutura de uma CHAP ainda nao foi determinada de forma precisa e ha muitas
propostas sobre sua configuracdo. Em uma hidroxiapatita, grupo fosfato apresenta duas faces
paralelas inclinadas ao eixo c. Estudos indicam que para uma carbonato apatita do tipo B, o
tridngulo formado pelos oxigénios do grupo COs> ocupa uma das faces do grupo PO,”
inclinada com relag¢do ao eixo ¢, e na CHAP do tipo A, o grupo carbonato encontra-se num
plano paralelo ao eixo ¢ 10:45:4649.5051.52

Os ions carbonatos nos sitios do fosfato e do hidréxido nas apatitas bioldgicas estao
distribuidos numa razdo de 10:1 simultaneamente, sendo que a ocupacdo do sitio A tende a
aumentar com a idade dos 0ssos. A maior parte das apatitas biolégicas sdo formadas pelo tipo
CHAP-B e estdo presentes em ossos recém formados, enquanto que as do tipo CHAP-A, estdo
presentes em 0ssos mais velhos apresentando na superficie uma baixa afinidade com as
células osteoblasticas.

A utilizacdio de CHAP sintéticas como materiais para a substituicdo dOssea tem
recebido grande destaque, pois apresenta uma composi¢do mais similar as apatitas biolégicas
se comparada a hidroxiapatita sintética. Estudos in vitro e in vivo indicam que o controle do
teor de carbonato nas apatitas influencia a resposta bioldgica do material, enfatizando sua

. N . . . . . ~ . . 11,54
importancia, pois propicia a ligagdo do tecido com o implante.



O tipo de substituicdo na apatita € influenciado pelas condi¢cdes em que se processa a
reacdo. Os métodos de sintese juntamente com os parametros da preparacdo determinam o

tipo da substitui¢do

2.6 COLAGENO NO TECIDO BIOLOGICO

Os organismos animais pluricelulares sdo abundantemente constituidos de coldgeno,
uma proteina cuja principal caracteristica é a formagdo de fibras insoliveis com alta
resisténcia eldstica, e constitui uma familia de proteinas que se diferenciaram durante a
evolucdo, para exercer funcdes diversificadas.>®

O coldgeno é a proteina mais abundante no corpo humano, representando 30% do
total das proteinas do organismo. A familia de proteinas do coldgeno € produzida por diversos
tipos celulares e se distingue pela composicdo bioquimica, caracteristicas morfologicas,
distribuicdo, funcdes e patologia.®®

Ao contrario dos polimeros sintéticos, que apresentam misturas de cadeias compostas
com um comprimento varidvel de unidades repetitivas, o coldgeno possui tamanho, estrutura e
uma seqii€éncia especifica de aminoédcidos. Cada molécula de coldgeno tem a forma de um
bastdo pequeno e rigido formado pelo entrelacamento em triplice hélice de trés cadeias
polipeptidicas chamadas de cadeias alfa observada na figura 3, esta estrutura justifica as

. - C . . . . 6,73
propriedades fisicas e bioldgicas dos coldgenos como a rigidez, solidez e estabilidade. %"

cadeia alfa

Figura 3 — Molécula de coldgeno: molécula em tripla hélice formada pelo entrelacamento de trés cadeias alfa ’

Além de seu papel estrutural nos tecidos, o coldgeno apresenta também a funcao de
orientar tecidos em desenvolvimento, fato altamente favordvel na sua utilizagdo como

biomaterial.’



Os principais aminodcidos encontrados na composicdo do coldgeno sdo glicina

(33,5%), prolina (12%) e hidroxiprolina (10%), entre eles a hidroxiprolina é caracteristica da

estrutura priméria do coldgeno.®>

Existem mais de 20 espécies diferentes de coldgeno, destas somente 14 sdo bem

conhecidas conforme a tabela 3. Dentre os vérios tipos de coldgeno existentes, o coldgeno do

tipo I, é o mais abundante.*®”**

Tabela 3 — Distribuicio e Tipos de Coldgeno: @4*%?406.7-33)

Tipo de Colageno Distribuicao no Tecido
I Pele, tenddo, osso, cornea, dentina, fibrocartilagem, grandes
vasos, intestino, dtero, derme, ligamentos
II Cartilagem hialina e eldstica, notocérdio e disco invertebral
III Grandes vasos, parede uterina, derme, musculos, intestino,
valvula do coracdo, gengiva (geralmente coexiste com o tipo I
exceto no o0sso, tenddo e na cérnea)
v Laminas basais, cdpsula do cristalino
\" Cérnea, membranas da placenta, osso, grandes vasos, cartilagem
hialina, gengiva, tecidos fetais, pele, osso, placenta
VI Pele, musculo do coracdo
VI Pele, placenta, pulmao, cartilagem, crnea
VIII Produzido pelas células endoteliais
IX Cartilagem
X Cartilagem hipertrofica e mineralizada
XI Cartilagem, disco intervertebral, humor vitreo
XII Tendao embrionario, pele, ligamento periodontal bovino
X111 Pele fetal, mucosa intestinal
X1V Epitélio

O coldgeno do tipo I, o mais abundante, tem como unidade bésica o tropocolageno,
uma macromolécula linear semiflexivel com cerca de 300 nm de comprimento e 1,5 nm de

diametro. E formada por trés cadeias polipeptidicas denominadas de cadeias a, duas iguais



(o) e uma diferenciada (0;), contendo 1055 e 1029 residuos aminoécidos, respectivamente. A
estrutura primdria destas unidades € caracterizada pela repeticdo do triplete glicina (Gly),
33%, prolina (Pro), 12% e hidroxiprolina (Hypro), 11%. No conjunto, sua estrutura é
helicoidal na forma de uma tripla hélice estabilizada por liga¢des de hidrogénio e interacdes
eletrostaticas como pode ser observada na figura 4. A aproximacao das trés cadeias, duas a; e
uma oy, s6 € possivel porque elas t€m aminodcidos de cadeia lateral pequena, como a alanina,
ou sem cadeia lateral, como a glicina. A ligacdo de duas cadeias a entre si forma uma unidade
B. Esta unidade € estdvel, devido as pontes covalentes que se formam entre elas, envolvendo
residuos lisil ou hidroxilisil, com conformacdo inflexivel e conferindo-lhe rigidez. Essas

pontes aumentam progressivamente com o envelhecimento do coldgeno.”®™
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Figura 4 - Estrutura do coldgeno em forma de triplete.’

z

Cada cadeia polipeptidica é formada por aproximadamente 1000 residuos de

aminodcidos. As diferencas na estrutura quimica dessas cadeias sdo responsdveis pelos varios

. 2 ~ . . 4
tipos de coldgeno e suas funcdes diferenciadas.” 7
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Como a formagdo das fibras no coldgeno tipo I ocorre a um pH 6,4, tem-se neste
valor a maxima interagdo eletrostdtica entre as moléculas de tropocoldgeno, fazendo com que
a resultante de cargas na molécula seja igual a zero.”

As aplicagdes do coldgeno devem-se principalmente a algumas propriedades
importantes no desenvolvimento de biomateriais como baixa resposta imunoldgica e baixa
alegernicidade; biodegradabilidade; biocompatibilidade; propriedades hemostaticas;
susceptivel a modificacdes quimicas que permitam o controle da biodegradabilidade.’

Colageno solivel é obtido por processos fisico-quimicos e pode ser utilizado na
forma de filmes, esponja ou gel na liberacdo controlada de farmacos. Sua combinacdo com
fosfatos de célcio tem sido relatada em estudos de liberagao de antibidticos e na melhora da
estabilidade dos lisossomos. A tabela 4 apresenta algumas das aplicacdes biomédicas do
colégeno.3

Tabela 4 — Algumas aplicacdes biomédicas do coldgeno.’

Forma Aplicacoes

Colageno: ceramicas fosfatadas Reconstrugdo de tecidos (preenchimento de cavidades

dsseas), reconstrucao plastica.

Compdsitos Bioceramicas do tipo fosfatos de célcio: coldgeno para

reconstrucdo gssea.

Esponjas Agentes hemostéticos
Gel de coldgeno injetdvel Preenchimento
Membranas, esponjas ou géis biodegraddveis Sistemas de liberacdo de farmacos
Membranas protetoras e cicatrizantes Atelocoldgeno, coldgeno: elastina, coligeno com

propriedades diferenciadas

Membranas Membranas periodontais

Préteses Confecg¢do de valvulas cardiacas e vasos sangiiineos

Revestimento Préteses vasculares




Durante o processo evolutivo, certas proteinas estruturais foram modificando-se sob
as influéncias do meio ambiente e das necessidades funcionais dos organismos animais,
desenvolvendo graus varidveis de rigidez e de resisténcia as tragdes. Essas proteinas sao
conhecidas, coletivamente, como coldgenos e os principais exemplos de seus diversos tipos
sdao encontrados na pele, ossos, cartilagem, musculo liso e laminas basais. O coldgeno dos
tenddes formam estruturas altamente assimétricas com grande resisténcia tensional, na pele
formam fibras flexiveis, frouxamente trancadas e nas regides duras dos dentes e 0ssos as
fibras coldgenas estdo associadas a hidroxiapatita.®°

Inicialmente admitia-se que a sintese de coldgeno estaria restrita a um pequeno
ndmero de células, como os fibroblastos, osteoblastos, odontoblastos e condroblastos. Porém,
atualmente sabe-se que essa atividade é muito generalizada e que muitos tipos celulares
produzem coldgeno.’

A temperatura de dissolu¢do do coldgeno € diferente em cada espécie, porem, em
todas elas, € apenas um pouco acima da temperatura corpérea. No caso do coldgeno bovino é
de 39 °C, mantendo a estabilidade da tripla hélice do coldgeno ate essa temperatura, sem que
as pontes de hidrogénio entre os filamentos de glicina, prolina e hidroxiprolina sejam
rompidas.57

A estrutura do coldgeno bovino possui grande similaridade quimica com o coldgeno
presente em humanos principalmente comparando-se os aminodcidos em maior quantidade

como a prolina, glicina e hidroxiprolina. Observa-se essa similaridade nos dados apresentados

na tabela 5.



Tabela 5 — Composicdo dos aminodcidos do coldgeno.”™
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AMINOACIDOS BOI (PELE) PEIXE (PELE) HOMEM (PELE) COLAGENO
COMERCIAL

Alanina 105 106 114,5 37,7
Glicina 334 338 3244 21,4
Valina (BCAA) 19 25 24,5 30,3
Leucina (BCAA) 25 25 24,8 2,3
Isoleucina (BCAA) 11 15 10,4 3,7
Prolina 129 106 125,1 12,3
Fenilalanina 13 13 12,6 1,9
Tirosina 4,7 3,3 3,5 1,0
Serina 38 61 36,9 3,55
Treonina 17 23 18,3 3,1
Cistina Tragos 0 Tragos 0
Metionina 6,6 18 7,0 2,5
Argenina 48 51 49,0 9,5
Histidina 4,6 13 5.4 L5
Lisina 25 27 26,6 34
Acido aspértico 48 43 47,2 5
Acido glutdmico 72 68 77,7 10,9
Hidroxiprolina 92 60 90.9 9,0
Hidroxilisina 6,8 5,5 5,9 0,8

O coldgeno a gelatina, t€ém sido largamente empregados em produtos médicos,
farmacéuticos e de consumo por mais de 100 anos, no entanto até a década de 80 a sua
utilizagdo como biomaterial era restrita a produgao de fios cirdrgicos principalmente devido a
dificuldade de obteng¢do. A introdu¢do de novos processos de obtengdo do coldgeno
associadas as novas potencialidades de aplicacdo tanto na medicina quanto na odontologia,
aumentam significativamente o uso desta proteina como biomaterial nas formas de

membranas, tubos, pds, esponjas, solucdes injetaveis, entre outras.>?
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2.7  TECIDO OSSEO

O osso € a estrutura bésica de sustentacdo e protecao dos 6rgaos do corpo é composto
por uma matriz organica resistente, que é acentuadamente reforcada por depdsitos de sais de
calcio. O osso compacto médio contém, em peso, cerca de 30% de matriz e 70% de sais. O
osso recém formado pode ter porcentagem consideravelmente mais alta de matriz em relagc@o
aos sais, e armazena aproximadamente 99% do cilcio do organismo.” %"

A matriz éssea possui constituintes inorganicos e organicos. O componente organico
da matriz éssea constitui aproximadamente 35% do peso seco do osso e € formada por fibras
coldgenas (95%) constituidas quase exclusivamente de coldgeno do tipo I e por uma pequena
quantidade de proteoglicanas e glicoproteinas adesivas.®>>®"

Na parte inorganica do 0sso, que perfaz 65% de seu peso seco, os sais principalmente
de célcio e foésforo, sdo depositados na matriz organica do 0sso, junto com outros
componentes, incluindo fons bicarbonato, citrato, magnésio, s6dio e potdssio em pequenas
quantidades. O calcio e o fosforo existem basicamente, na forma de cristais de hidroxiapatita

[Ca;o(PO4)s(OH),], mas o fosfato de célcio esta presente também na fase amorfa.®>%

A associacdo de hidroxiapatita com fibras coldgenas é responsavel pela dureza e
resisténcia do tecido 6sseo. Se o osso for descalcificado (isto €, todos os minerais retirados do
0ss0), ele ainda mantém sua forma original, mas se torna tao flexivel que pode ser dobrado
como um pedago de borracha. Se o componente organico for retirado do osso, o esqueleto
mineralizado ainda mantém sua forma original, mas ele se torna extremamente quebradigco e

. 6,59
pode ser fraturado com facilidade.

As fibras de coldgeno do osso, como as dos tenddes, t€ém grande forga ténsil,

enquanto os sais de cdlcio exibem grande for¢a compressiva. Essas propriedades combinadas,
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juntamente com o grau de coesdo entre as fibras coldgenas e os cristais, resultam em estrutura
6ssea dotada de forca ténsil e forca compressiva extremas.*

Nos tecidos humanos, os cristais de HAP depositados sao similares a hidroxiapatita
do osso. A deposicdo ocorre em duas etapas: iniciacdo (ou nucleagdo) e proliferacao (ou
crescimento). A nucleagdo é a acomodacdo de hexdgonos de hidroxiapatita na intimidade da
molécula de coldgeno ou osteonectina.'

A fase intracelular da nucleagdo ocorre nas mitocondrias de células mortas ou
lesadas. A fase extracelular ocorre em estruturas denominadas “vesiculas da matriz”
(organelas extracelulares que tém composicao e atividade enzimatica distinta das membranas
plasméticas que lhes deram origem). Possuem 25 a 250 nm de diametro e sdo originadas de
células degeneradas ou necrdticas, na vizinhanca da area de calcificacdo. Fosfolipidios dcidos
presentes nessas vesiculas, principalmente a fosfatidilserina, agem como captadores e
precipitadores de cdlcio. Além disso, fosfatases também presentes nessas vesiculas parecem
reprimir 0s mecanismos inibitérios da precipitacdo dos sais, representados pelos pirofosfatos e
proteoglicanos. A protedlise destes aumenta a formacdo da hidroxiapatita por permitir maior
mobilidade de ions, facilitando a saturacdo dos fluidos extracelulares. A proliferacdo do
nicleo é a progressdo autocatalitica da deposi¢do dos sais e € influenciada por multiplos
fatores extracelulares, tais como: cdlcio, fésforo, pH do tecido, vitamina D, balanco hormonal,
suprimento sangiiineo, e solu¢do de continuidade de tecidos moles. Esse processo pode ser

. 15
observado na figura 5.
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Iniciagdo ou Nucleagio === Crescimento

Acomodagio dos hexdgonos de Progressio autocatalitica da deposicio de
hidroxiapatita na intimidade da sais

molécula de coligeno ou de
osteonectina. [lI.':a"'2 extracelular]
Fosfatase Alcalina
Osteopontina

pH

Vitamina D3
Suprimento sanglineo

Fase Intracelular:
Mitocbdndrias tumefeitas,
concentrando Fosfato de Ca+2

Fase Extracelular:

Fosfolipideos acidos
captam Ca*2 nas
"vesiculas da matriz”,

Hidroxiapatita
"Fosfato de Calcio biclégico"

oriundas de células em Ca1n(PD4)G(DH)2

degeneragio e necrose

a. Fosfatases liberam fosfatos para a
precipitagio através da hidrélise
do ester fosfato;

b. Fosfatases hidrolisam os
pirofosfatos inibidores da
precipitagiio dos sais;

c. Fosfatases ativam o transporte de
Calcio através dahidrélise de ATP.

A protedlise de glicosaminoglicanos aumenta a formagio de
hidroxiapatita por permitir maior mobilidade de ions, facilitando a
saturagio dos fluidos extracelulares

Figura 5 — Esquema de deposicio da hidroxiapatita nos tecidos humanos'’

Através dos padroes de difracdo de raios X, foi possivel a observagdo da semelhanca
quimica superficial entre a fase mineral dos ossos e da hidroxiapatita sintética. Os ions
magnésio, sodio, potassio e carbonato também estdo presentes entre os tecidos dsseos, embora
os padrdes de difracao por raios X ndo tenham conseguido mostrar cristais definidos formados
por esses sais. Por conseguinte, acredita-se que estejam conjugados aos cristais de
hidroxiapatita, em vez de organizados em seus proprios cristais distintos."®

Cada fibra de coldgeno do osso compacto é composta por segmentos periddicos
repetidos, os cristais de hidroxiapatita ficam adjacentes a cada segmento da fibra, estando

firmemente ligados a ela. Esta intima ligacdo impede o “cisalhamento” do 0sso; isto €, impede

que os cristais e as fibras de coldgeno escapem de seu lugar, o que € essencial para manter a
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forca do osso. Além disso, as fibras de coldgeno adjacentes superpdem-se uns aos outros,
causando também a superposicdo dos cristais de hidroxiapatita, como tijolos unidos entre si

em uma parede.®

2.8 COMPOSITOS DE FOSFATOS DE CALCIO E COLAGENO

Existem algumas desvantagens especificas que ainda limitam o uso da HAP para
substituicdo de tecidos 6sseos que sofrem alta tensdo, tais como sua natureza fragil, a
porosidade e resisténcia mecanica e o problema de migragao das particulas. Os 0ssos sao
tecidos que requerem certo grau de resisténcia mecanica para manter sua vitalidade, desse
modo a seguranca a longo prazo de um implante permanente de HAP € questionavel. Com o
intuito de minimizar, ou mesmo superar estes problemas, uma solu¢do seria associd-la a um
material com caracteristicas adequadas. Nesse sentido, a hidroxiapatita tem sido empregada
junto a véarios biopolimeros, tais como coldgeno, cola de fibrila, gelatina, quitosana e o
alginato, 3361626364
A possibilidade de combinar materiais para a formacao de compdsitos, de um modo
geral, tem atraido a atencdo de muitos pesquisadores devido as vantagens da associac@o
desses diferentes materiais. Clinicamente, o coldgeno ou a gelatina tem sido utilizado como
um efetivo biomaterial, pois possui uma boa biocompatibilidade, adesividade, propriedades de
plasticidade, e propriedades hemostaticas.**

Os compdsitos de HAP e coldgeno apresentam caracteristicas singulares, uma vez
que sdo os principais constituintes da fase mineral e orginica do osso, respectivamente. Essa
interacdo entre fosfato de calcio e coldgeno e a maturacdo e qualidade das fibras de coldgeno

. . A : . 62,65
sdo importantes para o comportamento mecanico dos tecidos 9sseos.’”
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Um aspecto fundamental na sintese do compésito HAP e coldgeno € o crescimento
do fosfato de cdlcio sobre a matriz de coldgeno em meio aquoso de forma semelhante ao 0sso
natural, em sua estrutura e composicdo. Alguns estudos mostram que as propriedades
mecanicas dos compdsitos produzidos sdo menores do que os valores obtidos para o 0sso
natural. Em compdsitos de HAP e gelatina € esperado um aumentou na osteoconductividade e
biodegradagdo junto com efici€ncia mecanica, possuindo a caracteristica de forca e resisténcia
para uso ortopédico.>>%?

Compésitos de hidroxiapatita deficiente em cdlcio e coldgeno produzidos por
Tenhuisen e colaboradores em 1995, em uma reacdo 4cido-base entre precursores do fosfato
de calcio [CaHPO4 e Ca4(PO4)2], na presenga de uma matriz de coldgeno a 38 °C foi possivel
verificar que a formag¢do da HAP aumenta a medida que a concentracdo de coldgeno aumenta,
e que a presenca de coldgeno afeta o pH e as concentragdes de célcio e fosfato.*

Em 1999, Bradt e colaboradores, promoveram a formacgao de fosfato de célcio sobre
as fibrilas de coldgeno. Acreditavam que para alcancgar propriedades similares ao 0sso seria
essencial mimetizar ndo somente a composi¢cao, como também sua estrutura. Nesse estudo a
formacdo das fibrilas de coldgeno e a mineralizagdo ocorrem num dnico processo. As reacdes
sdo iniciadas pela mistura de um acido a uma solu¢@o de coldgeno, cédlcio e um tampao de
fosfato. Foi estudado também a influencia da adicdo do poliaspartato na mineralizagdo,
verificando-se que a sua adi¢do melhora a interagdo entre o fosfato de cdlcio e o cola’lgeno.67

O grupo coordenado pelos professores Kikuchi e Tanaka, talvez seja o que tenha
chegado mais proximo de uma configuragdo composicional e estrutural do compdsito HAP e
coldgeno semelhante ao osso. Para produgcdao do compdsito HAP e coldgeno foi utilizado o
método de precipitacio por titulagdo, utilizando-se como reagentes uma solu¢do de Ca(OH):2
(61,3 mmol.L' de H20) e uma solucio de H3POa4 (99,6 mmol.L" de H20) contendo Sg de

coldgeno. A razdo em peso de HAP e coldgeno utilizada foi fixada em 4:1, e variou-se a



temperatura ¢ pH de sintese entre 25-40 °C e 7-9, respectivamente. Nanocristais de HAP
alinhados ao longo do eixo ¢ de fibras de coldgeno foram obtidos em pH 8-9 e 40 °C de forma
semelhante aos encontrados no osso natural.*>*%

Compésitos de hidroxiapatita e coldgeno sdo biomateriais em potencial porque seus
componentes individuais possuem caracteristicas essenciais e isoladas a um biomaterial. O
coldgeno promove cicatrizagdo de fraturas e regeneracdo Ossea e € também um agente
hemostatico. Além disso, possui um baixo indice de irritabilidade ou alegernicidade (2%), é
biodegraddvel, possui habilidade em promover crescimento celular e € de facil obtencao. O
aspecto mais importante na utilizacdo de coldgeno na forma de compdsitos com bioceramicas
€ o fato dessa proteina ser a matriz em que os sais de fosfato de cdlcio se depositam para dar
origem ao tecido 6sseo. A hidroxiapatita tem sido amplamente utilizada na preparacdo de
compositos devido a sua similaridade com o tecido calcificado do osso humano. Apresenta
fragilidade caracteristica das ceramicas, portanto, sua combina¢do com coldgeno torna seu uso
como biomaterial mais vantajoso.8

No mercado brasileiro encontramos disponivel comercialmente um compdsito de
Hap/Col na forma de esponja. Segundo o fabricante JHS Laboratério Quimico, o processo de
obten¢do do material mantém intacta a configuracdo helicoidal das moléculas de coldgeno e
também sua estrutura fibrosa, e sua composi¢do ¢ de 25% de coldgeno e 75% de HAP. O

material é fornecido na forma de mantas de formatos e volumes médios diferentes, prontas

c o~ s - 68
para 0 uso €m COl’ldlgOCS cirurgicas.
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 OBTENCAO DOS POS DE HIDROXIAPATITA E COLAGENO

Os compésitos de hidroxiapatita e coldgeno foram obtidos pelo método aquoso ou
reacdo via umida. Neste processo a precipitacdo ocorre devido a reacdo do acido fosférico
(H3PO4) e uma suspensao de hidréxido de célcio [Ca(OH),;] conforme a equagdo 1, que

utiliza propor¢des dos reagentes dcido fosférico e hidréxido de célcio ajustados para a razao

Ca/P de 1,67.

10 Ca(OH), + 6 H3PO4 > Cao(POys(OH), + 18 H,O (1)

O coldgeno bovino foi adicionado e solubilizado em 4gua, antes da adi¢do do
hidréxido de célcio a solugdo, com aquecimento constante em temperatura de 40 °C, podendo
variar dois graus acima ou abaixo, devido a natureza protéica do colageno.

Esse método foi escolhido devido a simplicidade e ao baixo custo para a sua
realizacdo, a possibilidade do controle dos parametros da sintese, como pH, temperatura,
velocidade de gotejamento, e por proporcionar caracteristicas similares as do tecido dsseo e
dentario.

Os cuidados durante o processo de sintese do pds objetivaram a obtencdo como fase
principal a hidroxiapatita. Todas as sinteses foram realizadas obtendo-se uma amostra
controle, contendo apenas a hidroxiapatita e uma amostra com hidroxiapatita e colageno.

O esquema utilizado para o preparo das amostras segue no fluxograma abaixo:
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Sintese da Hidroxiapatita I

Colageno solubilizado em H.0

Aquecimento 40 °C

Adicao de Ca(OH).

Gotejamento de H;PO,

3.1.1 Reagentes e reacao

As amostras sem a adi¢do de coldgeno foram preparadas utilizando os reagentes
Ca(OH); (Vetec) e H3PO4 (85% P.A. — CRQ) para o preparo das solugdes com dgua destilada.

As amostras com adi¢c@o de coldgeno foram chamadas de HAP/Col e HAP/Col - Lio,
e preparadas com uma concentragdo de 4g/L de coldgeno. O coldgeno utilizado foi o bovino,
escolhido pela similaridade dos aminoécidos e quantidades das moléculas em sua composi¢cao
com as moléculas de coldgeno tipo I de humanos como ja observado na tabela 5.

O colédgeno foi solubilizado em dgua a uma temperatura de aproximadamente 40 °C,
a essa solugdo foi acrescentado Ca(OH), sob agitacdo constante. A seguir foi iniciado o
gotejamento lento de H3PO,.

A temperatura foi controlada e mantida constante durante o processo. O pH também
foi controlado durante e apds o término da adi¢do da solu¢do dcida mantendo-se em 12, e

quando necessdrio foi ajustado com hidréxido de amdnio.



37

3.1.2 Envelhecimento

Sabe-se que tempos de envelhecimento prolongados e a velocidade de gotejamento
da solu¢do do 4cido fosférico lenta, geralmente favorecem as razdes Ca/P préximas a da
hidroxiapatita estequiométrica (1,67) e alta cristalinidade, assim, foi adicionado lentamente a
fonte de fosfato sobre a solucdo de cdlcio. Deste modo adotou-se tempos de envelhecimento
para as amostras de 1, 14, e 30 dias e a velocidade de gotejamento de aproximadamente uma

gota por segundo.

3.1.3 Secagem

Sintetizou-se as amostras de HAP e HAP/Col em dois grupos para o primeiro grupo

utilizou-se a secagem em estufa e para o segundo grupo de amostras utilizou-se a liofilizacao.

3.1.3.1 Estufa

Ao término do periodo de envelhecimento, secaram-se as amostras do primeiro
grupo foram secas completamente em estufa a temperatura de 110°C por um periodo de 24
horas.

Apds a secagem, as amostras foram desaglomeradas em almofariz de 4gata e

peneirou-se em uma peneira de malha 80 e malha 200.

3.1.3.2 Liofilizacdo

A liofilizacdo ¢ um processo de desidratacdo usado tipicamente para preservar um

material perecivel ou torni-lo mais conveniente para o transporte. O processo ocorre através



do congelamento do material e reduzindo-se a pressdo circunvizinha permite que a 4gua
congelada no material sublime diretamente da fase s6lida ao gds e muito mais rapidamente
com a aplicagdo do vacuo. O indice de 4dgua extremamente reduzido inibe a agdo dos
microorganismos e das enzimas que normalmente estragam ou degradam as substancias.

Apés a precipitagdo das amostras do segundo grupo, aguardando-se o tempo de
envelhecimento, congelou-se as amostras por 24 horas a uma temperatura de menos 50 °C,
apos levou-se ao liofilizador por 3 dias.

O processamento dos dois grupos de amostras estd representado no fluxograma

abaixo:
Sintese da
Hidroxiapatita
| | |
Grupo 1 Grupo 2
(Secagem em (Liofilizagao)
Estufa)
| | | |
Amostras Controle Amostras com Amostras Controle Amostras com
Colageno Colageno




3.2 CARACTERIZACAO DAS AMOSTRAS

As amostras foram caracterizadas conforme mostra o fluxograma abaixo:

Hidroxiapatita

E
Colageno
1 1 1 1 1
Difragéo de Andlise Espectroscopia IV Analise Térmica Andlise
Raios X Granulométrica Microestrutural
1 1 1 1
Distribuicao de Area Superficial
tamanho de Especifica (BET) TG MET MEV
particulas

EDS

3.2.1 Analise Térmica

Denominamos métodos térmicos de andlise as técnicas em que as variagdes de
propriedades fisicas ou quimicas de uma substancia como &rea superficial, porosidade, calor
especifico, tamanho de particula, sdo medidas em fung¢do da temperatura. Os métodos que
envolvem mudancgas no peso ou na energia se enquadram nesta definiga?lo.(’g’70

A andlise térmica inclui uma série de técnicas entre elas a termogravimetria (TG) em
que se mede a mudanca de peso de uma substancia em funcao da temperatura ou do tempo, na
andlise térmica diferencial (DTA) se mede a diferenca de temperatura entre uma substancia e
um material de referéncia em funcdo da temperatura quando estes sdo submetidas a um
processo térmico controlado; na calorimetria de varredura diferencial (DSC) em que se mede
a diferenca de energia cedida a uma substancia e a um material de referéncia em funcdo da

temperatura quando sdo submetidas a um processo térmico controlado; e a analise dos gases

desprendidos (EGA) mede-se qualitativa e quantitativamente os produtos volateis formados
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durante a andlise térmica. Estes métodos sdao de grande utilidade para o controle da qualidade
e aplicacdes de investigacdo sobre produtos industriais como polimeros, farmacos, metais e
ligas.&7"
A andlise térmica pode ser realizada em condig¢des isotérmicas ou em condi¢des nao-
isotérmicas. Os resultados deverdo ser expressos como a fragdo decomposta de sélido ou
conversdo da transformacao (o) em fungdo da temperatura ou do tempo, ja que nao € possivel
considerar o termo da concentrac¢do para o estudo cinético de s6lidos.*’
A maior parte das reagdes acontece com absorcdo ou liberagao de calor, o qual afeta
a temperatura do sistema. Esta é uma das razdes pela qual resulta mais conveniente
trabalharem em condi¢cdes ndo-isotérmicas controladas, assim essas condi¢des sdo
frequentemente utilizadas em experimentos como termogravimetria, termogravimetria
diferencial, calorimetria diferencial de varredura e analise térmica diferencial. Nesses
experimentos, uma mudan¢a numa propriedade extensiva do sistema € medida em funcao da
temperatura.®’

As analises foram realizadas na Universidade Jaume I, Castellon de La Plana, na

Espanha em um equipamento da marca Mettler Toledo modelo SDTA 851.

3.2.2 Difragdo de Raios X

A difracdo de raios X (DRX) representa o fendmeno de interacdo entre o feixe de
raios X incidente e os elétrons dos dtomos componentes de um material, relacionado ao
espalhamento coerente. A técnica consiste na incidéncia da radiacio em uma amostra e na
deteccao dos fotons difratados, que constituem o feixe difratado.”

Quando uma substancia cristalina € sujeita a um feixe de raios X incidindo segundo

um determinado angulo, os diferentes planos ou camadas de dtomos ou ions dos cristais
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refletem parte da radiac@o, sendo o angulo de reflexdo igual ao angulo de incidéncia. Em um
material onde os 4dtomos estejam arranjados periodicamente no espaco, caracteristicas das
estruturas cristalinas, o fenomeno da difra¢ao de raios X ocorre nas dire¢des de espalhamento
que satisfazem a Lei de Bragg dada na equacdo 1. %"

Os dados de raios X das amostras secas em estufa foram coletados em um
difratdbmetro SHIMADZU Modelo XRD 6000, com tubo de cobre operando a 40 kV e 30 mA,
a 20 no alcance de 5 a 110°, para a confirmacgado da presencga da fase de Hidroxiapatita e foram
realizadas no Laboratério Multidisciplinar na Universidade Estadual de Ponta Grossa -
UEPG. As amostras liofilizadas foram analisadas por esse mesmo equipamento com excecao

das amostras HAP-Lio-1, HAP/Col-Lio-1 e HAP/Col-Lio-30 que os dados foram coletados

em um difratdbmetro Brucker D4 Cu Ko.

3.2.3 Espectroscopia de absor¢do na Regido de Infravermelho

A radiacdo infravermelha (IR) corresponde aproximadamente a parte do espectro
eletromagnético situada entre as regides do visivel e das microondas. A por¢do de maior
utilidade esta situada entre 4000 cm™ e 400 cm™.* A absor¢do no infravermelho envolve uma
ressonancia entre a diferenca de niveis de energia da molécula e a radiacdo eletromagnética. E
essa absorcdo de radiacdo infravermelha causa transi¢cdes de niveis vibratdrios de energia das
moléculas.”>”>"

Embora o espectro de infravermelho seja caracteristico da molécula como um todo,
certos grupos de dtomos ddo origem a bandas que ocorrem mais ou menos na mesma
freqiiéncia, independente da estrutura da molécula.”

A espectroscopia no infravermelho permite identificar algumas substituicdes ou

alteracdoes importantes na composicio da HAP, particularmente nos grupos fosfatos e
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hidréxidos. Essas informacdes s@o obtidas pela excitacdo dos modos de energia vibracionais
destes grupos moleculares dentro da estrutura dos sélidos. Pode-se diferenciar a substituicao
dos grupos OH e PO,” pelos grupos COs> por meio da presenca de bandas em 873, 1465,
1534 cm™ e 874, 1420, 1455 cm'l, respectivamente.31

As amostras foram obtidas na forma de pastilhas de KBr, e analisadas por
espectroscopia de absorc@o na regido do infravermelho. Os dados foram coletados em um

equipamento da marca Nicolet 4700 FT-IR e foram realizadas no LIMAC-UEPG.

3.2.4 Andlise Granulométrica do Tamanho de Particulas
Diversas propriedades dos materiais ceramicos estdo associadas ao empacotamento
das particulas que os constituem.”

O estudo de empacotamento de particulas pode ser definido como:

O problema da correta selecdo da propor¢do e do tamanho adequado dos materiais
particulados, de forma que os vazios maiores sejam preenchidos com particulas
menores, cujos vazios serdo novamente preenchidos com particulas ainda menores e
assim sucessivamente.”

Isso pode ser observado na figura 6:

(@) [C)]

Figura 6 — Efeito da quantidade e do tamanho das particulas na
eficiéncia de empacotamento: (a) sistema monodisperso; (b) mdxima
densidade de empacotamento tedrica; (c) deficiéncia de particulas
pequenas; (d) deficiéncia de particulas grandes; (e) distribui¢do
inadequada de tamanho de particulas.”



A andlise granulométrica de particulas solidas compreende a determinacdo do
tamanho das mesmas, e a freqiiéncia com que ocorrem em uma determinada classe ou faixa
de tamanho.”®

As particulas podem ter vérias formas, que podem alterar ou influenciar
determinadas propriedades, tais como fluidez, empacotamento, interacdo com fluidos e poder
de cobertura de pigmentos. Quanto mais afastada do formato esférico for a particula, menor é
a densidade de empacotamento de uma distribuicio que a contenha, conforme ilustrado na
figura 7, quanto menor o tamanho das particulas irregulares, maior esse efeito, em fungao da

maior drea superficial especifica.””’®
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Figura 7 — Relacdo qualitativa existente entre densidade relativa e o
arredondamento relativo para empacotamentos monodispersos aleatérios de
particulas.”

Através do controle da distribuicdo granulométrica é possivel otimizar a densidade
de empacotamento em sistemas compostos por particulas ndo esféricas. Geralmente, a
densidade se eleva com o valor do quociente entre os tamanhos (didmetros) das particulas
. 75
maiores e os das menores.
A porosidade das particulas € outro fator complicador na obtengcdo de
empacotamentos de alta densidade relativa. As particulas podem ser totalmente densas, com

porosidade interna fechada, ou com porosidade aberta, conforme ilustrado na figura 8. Para se
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obter um empacotamento de maxima densidade para uma dada distribui¢ao granulométrica, é

necessdrio que se utilizem particulas densas e com a menor porosidade possivel.”

poros

-
Q0O
¥
o) )

)

Figura 8 — Representacdo esquematica das formas de poros que podem ocorrer nas particulas:
(a) particula densa (isenta de poros); (b) particula com poro interno fechado; (c) particula com
poros abertos.”

Os p6s de hidroxiapatita e da hidroxiapatita associada ao coldgeno foram
caracterizados a partir da andlise granulométrica em um granulometro a laser CILAS
920N.314 do LIMAC-UEPG, onde foram obtidos graficos de distribuicio de tamanhos

médios de particulas.

3.2.5 Avaliagdo da drea superficial especifica pelo método BET

Quando um sdélido é exposto a um gas ou vapor, a temperatura e pressao definidas,
este s0lido comeca a adsorver o material presente na fase gasosa. A determinacdo da
quantidade de mols adsorvidos pode ser realizada através de diferentes métodos. Em um
sistema fechado, apds o equilibrio, devido a diminui¢do de massa na fase gasosa, a pressao se
torna constante e igual a um valor (P) menor que o valor inicial (Pi). Isto permite o
acompanhamento do fendmeno através da variagdo de pressdo do sistema ou do aumento da

77
massa de adsorvente.
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Brunauer e colaboradores realizaram uma sistematizacdo de intimeros dados
experimentais para diferentes sélidos e adsorvatos em diferentes condi¢des. Isto permitiu que
a maioria das isotermas experimentais fossem classificadas em cinco categorias principais,
apresentadas na Figura 9. Para comparacdo de diferentes adsorvatos, a pressdo parcial (P)

aparece normalizada pela pressdo de vapor (P0) na temperatura estudada.”’

I ! !
1 I !
v , ! : :
ads Tipo I 1|  Tipoll . TipoIII |
1 1
1 : !
I I !
I I !
I I !
1 | !
1 I !
'/ B | |
1 I !
P/P, 1 | PP, 1 1| PP, 1
1 |
» T I I
V... | Tipo IV '| TipoV :
1 |
1 |
I 1
1 1
1 |
1 |
1 1
1 1
1 |
1
PP, 1 PP, 1

Figura 9 — Diferentes tipos de Isotermas.

Observando-se os tipos de isotermas, Brunaer e colaboradores verificaram que a
isoterma do tipo I se caracteriza pela aproximag¢do a uma quantidade limite da espécie
adsorvida. E obtida quando ocorrem fendmenos de interacdes quimicas entre adsorvente e
adsorvato. As isotermas do tipo II sdo exemplos comuns do comportamento observado na
adsor¢do fisica. Em valores baixos de P/P0 (0,1-0,3) ocorre a formagao da monocamada e, a
medida que o valor de P/P0 se aproxima da unidade, ocorre a condensacdo capilar. O ponto

B, normalmente denominado “joelho” da isoterma, corresponde a completa formagao da

monocamada. Isotermas do tipo IV sdao semelhantes a do tipo II, exceto que neste caso existe
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um volume de poro maximo indicado pela aproximacgdo do valor limite a medida que P/P0 se
aproxima da unidade. Este € um tipo de curva relativamente comum para diversas estruturas
porosas. As isotermas do tipo III e tipo V sdo relativamente raras, aparecendo quando as
forcas que originam a monocamada sdo fracas.”’

A érea superficial do p6é pode ser calculada pelo volume de gads adsorvido na
superficie do s6lido, em geral, os sélidos adsorvem gases fracamente devido a presenga
somente das for¢as de Van der Waals, desse modo para que os gases sejam suficientemente
adsorvidos, as amostras s6lidas sdo resfriadas até o ponto de ebuli¢ao dos gases. O nitrogénio
com uma drea de 16,2 A até seu ponto de ebulicdo de 77K, e é o gds normalmente escolhido
para andlise da drea superficial. Apés um determinado tempo, a massa do sélido e a pressao
do géds assumem um valor constante. A quantidade de gds adsorvida serd calculada pela
diminuicdo da pressdao por meio da aplicagdo das leis dos gases ou pela massa de gés
adsorvida pelo sdlido. Esta quantidade € proxima da necessdria para cobrir toda a superficie
usando uma pequena amostra. Este método é denominado de BET e foi desenvolvido por
Brunaeur, Emmet e Teller.?”787

Para a determinacdo da drea superficial especifica dos pds das composicoes
estudadas foi utilizado nitrogénio como gds de adsor¢do e o equipamento Quantachrome

modelo Nova 1200 do LIMAC — UEPG e um Equipamento Micromeritcs modelo Gemini V

da Universidade Jaume I, Castellon de La Plana, Espanha.

3.2.6 Microscopia Eletronica de Transmissao

A imagem vista na MET é formada por um feixe de elétrons que passa pela amostra.

Uma vez que materiais sélidos sdo altamente absorventes para feixes de elétrons, para uma

. L, . . 0
amostra poder ser examinada, deve ser preparada na forma de uma pelicula muito fina.®
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Um microscépio eletronico de transmissdao consiste de um feixe de elétrons e um
conjunto de lentes eletromagnéticas, que controlam o feixe, encerrados em uma coluna
evacuada com uma pressdo cerca de 10° mm Hg. Um microscépio de transmissdo moderno
possui cinco ou seis lentes magnéticas, além de varias bobinas eletromagnéticas de deflexdo e
aberturas localizadas ao longo do caminho do feixe eletronico.”

O poder de resolucdo atinge valores na faixa de 0,2 nm e permite a observacao nao
apenas de pequenos detalhes morfoldgicos da microestrutura, mas também da estrutura
cristalina dos materiais.™

Sao trés os principais mecanismos de contraste que geram aspectos bem diferentes
nas imagens observadas: contraste por espessura de massa, quanto maior o nimero atdmico,
menor serd o nimero de elétrons transmitidos e mais escura aparecerd a regido na imagem;
contraste por difracdo, os elétrons difratados podem ser removidos e permitem a observagao
de defeitos cristalinos e particulas de segunda fase; e contraste de fase recombinagdo dos
feixes transmitidos e difratados no plano da imagem para resolucdo direta da rede cristalina.®

Para a andlise as amostras foram dissolvidas em uma solucao de édlcool isopropilico e
colocadas no ultra-som por dois minutos. Retirou-se um pouco do sobrenadante. Com o
auxilio de um conta-gotas, foi pingado em uma telinha prépria para andlise de MET algumas
gotas dessa solugdo e esperou-se um tempo de 2 horas ate a secagem completa para o inicio
da analise.

As andlises de MET tém por objetivo detectar a presenca de defeitos e identificacdao
de outras fases presentes na hidroxiapatita sintetizada e foram realizadas na Universidade
Federal do Parand (UFPR) no Laboratério de Microscopia em um equipamento de

Microscopia Eletronica de Transmissao da marca JEOL modelo 1200 EX II.
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3.2.7 Microscopia Eletronica de Varredura

A microscopia eletronica de varredura se apresenta como a técnica que permite
alcancar aumentos muito superiores aos da microscopia 6tica. Dependendo do material pode
atingir até 900 000 vezes, mas normalmente, em andlises de materiais o aumento é da ordem
de 10 000 vezes.*'

O microscopio eletronico de varredura é geralmente utilizado para observagdes de
amostras espessas, ou seja nao transparente a elétrons. Como resultado das interacdes do feixe
de elétrons com a superficie da amostra, essas radia¢des fornecem informagdes caracteristicas
sobre a amostra como topografia da superficie, composicao e estrutura cristalografica e assim
é utilizado para a andlise microestrutural de materiais s6lidos.®"

A caracterizagdo morfoldgica da superficie das particulas de HAP e HAP/Col foram
investigadas usando a Microscopia eletronica de varredura (MEV), onde foi possivel a
observacdo da forma e tamanho das particulas. Através da técnica de Energia Dispersiva de
raios X (EDS) obtiveram-se resultados para a determinacdo dos teores de célcio e fésforo das
amostras.

Para as analises das amostras de HAP, HAP e coldgeno e do coldgeno puro foram
preparadas uma suspensdo dos pds em dlcool isopropilico com o objetivo de separar os
aglomerados. ApOs o preparo da suspensdo as amostras foram colocadas sobre um suporte.
Fez-se necessdrio esperar que o dlcool isopropilico evaporasse. As amostras foram
metalizadas com uma camada de Au.

As andlises foram realizadas em um microscopio eletronico de varredura, utilizando
um equipamento da marca SHIMADZU, modelo SS 550, acoplado a um sistema de detec¢do,
EDS. As medidas foram realizadas no Laboratério Interdisciplinar de Materiais Ceramicos

(LIMAC) da Universidade Estadual de Ponta Grossa.
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3.2.8 Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios X

Através da identificac@o dos raios X emitidos pela amostra, na interacdo com o feixe
eletrénico, é possivel determinar a composicio de regides com até 1 um de didmetro. E uma
técnica nao destrutiva, podendo determinar quantidades de até 1-2% dos elementos presentes
na amostra.”!

Outra caracteristica importante da microandlise € a possibilidade de se obter o mapa
da composicdo da regido em observagdo, permitindo que se correlacione a metalografia
eletronica com informagdes microcomposicional detalhada. Essa técnica permite a
determinacdo qualitativa e quantitativa da composi¢do de uma amostra em certa regido e foi
realizada por um detector de energia dispersiva acoplado ao microscépio eletronico de

varredura.®!
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4. RESULTADOS E DISCUSSOES

Os resultados apresentados neste trabalho incluem as caracterizagdes fisico-
quimicas dos pés de hidroxiapatita obtidos pelo método de precipitacio com secagem em
estufa e liofilizagdo. Serdo apresentados e discutidos neste capitulo com base nas medidas
realizadas utilizando-se espectroscopia na regido do infravermelho, difracdo de raios X,
microscopia eletronica de varredura e transmissao, EDS, analise granulométrica do tamanho

de particulas, BET e analise térmica.

4.1 ANALISE TERMICA

As andlises foram realizadas até a temperatura de 1200°C com taxa de aquecimento
de 5°C/min em ar (atmosfera oxidante).

As figuras 10 e 11 ilustram as curvas de TG das amostras HAP-1 e HAP-Lio - 1. A
perda de massa total foi de 8,09% para a amostra de hidroxiapatita seca em estufa e para a

amostra HAP — Lio - 1 o total desta perda foi de 9,43%.
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Figura 10 — Curva TG para a amostra HAP — 1 com envelhecimento de 1 dia e
secagem em estufa (taxa de aquecimento de 5°C/min em ar).
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Figura 11 — Curvas de TG / DTA para a amostra HAP — Lio — 1 com envelhecimento
de 1 dia e secagem em estufa. (taxa de aquecimento de 5°C/min em ar).

Para a amostra de HAP a perda de massa mais significativa, em torno de 5,5%,
ocorre até a temperatura de aproximadamente 400°C, que pode estar associada a perda parcial
de moléculas como H,0 e CO,.*®

Apds 400°C, a massa permanece praticamente constante, voltando a diminuir na
faixa de 800-1000°C, possivelmente relacionada as reacdes de decomposicdo da
hidroxiapatita deficiente em cdlcio, podendo levar a formagdao de HAP estequiométrica e TCP
e a eliminacdo completa das moléculas de CO,, o que estd de acordo com o verificado por

Landi et al.*

A partir da temperatura de 1000°C a continua perda de massa pode estar
associada a desidroxilagcdo e/ou decomposicdo da hidroxialpaltital.83 Mostafa verificou que a
amostra de Ca-dHAP tende a se transformar em B-TCP em torno de 900°C e que as amostras

de HAP estequiométrica eram estdveis nesta ternperaltural.48 Ja Raynaud et al. verificou que

aquecendo amostras em temperaturas diferentes, em faixas acima de 700 °C pode-se observar
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a decomposicdo do material em HAP e B-TCP, e acima de 750 °C os picos de difracdo da
HAP desaparecem por completo.*’

Nas figuras 12 e 13 estdo ilustradas as curvas de TG das amostras de HAP/Col - 1 e
HAP/Col — Lio — 1 e nas figuras 14 e 15 ilustram as curvas de TG das amostras HAP/Col — 30

e HAP/Col-Lio-30.
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Figura 12 — Curvas de TG / DTA para a amostra HAP/Col — 1 com tempo de envelhecimento de 1 dia
e secagem em estufa. (taxa de aquecimento de 5°C/min em ar).
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Figura 13 — Curvas de TG / DTA para a amostra HAP/Col — Lio — 1 com 1 dia de envelhecimentoe
liofilizada. (taxa de aquecimento de 5°C/min em ar).
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Figura 14 — Curvas de TG / DTA para a amostra HAP/Col - 30 com envelhecimento de trinta dias e
secagem em estufa. (taxa de aquecimento de 5°C/min em ar).
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Figura 15 — Curvas de TG / DTA para a amostra HAP/Col — Lio — 30 com envelhecimento de trinta
dias e liofilizada. (taxa de aquecimento de 5°C/min em ar).

Para as amostras com coldgeno a perda de massa total foi de 7,8% para a amostra de
hidroxiapatita associada ao coldgeno seca em estufa e tempo de envelhecimento de um dia, e
de 8,2% para a amostra de hidroxiapatita associada ao coldgeno liofilizada e envelhecida por
um dia, para a amostra envelhecida por trinta dias seca em estufa a perda de massa foi de
8,3% e para a amostra de hidroxiapatita associada ao coldgeno envelhecida por trinta dias e
liofilizada a perda de massa foi de 7,9%.

Diversas mudangas ocorrem na estrutura e estequiometria dos pés de hidroxiapatita
quando submetidas a tratamentos térmicos. O aquecimento a temperaturas menores de 250°C
induz a perda de dgua fisicamente adsorvida. Em temperaturas entre 250 - 400 °C, a 4gua de
cristalizacdo e fons de impureza de HPO, s@o perdidos. Na faixa de temperatura entre 400 -
1000 °C, os ions de CO; (carbonato) do tipo-A que substituem os ions de OH™ na rede da

HAP e do tipo-B que substituem os fons de PO, >, sdo perdidos, geralmente isso comeca por
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volta de 550 °C e normalmente se completa entre 850 °C a 1000 °C. A perda de carbonato é
normalmente seguida pela formagio de CaO e hidroxiapatita.'®**

Em temperaturas acima de 850 °C ocorre a desidratagdo da HAP, a perda de ions de
OH- . A decomposicdo da HAP se da a temperaturas acima de 1050 °C. Porém segundo
estudos realizados por Yanbao Li, os pés de HAP sdo estdveis termicamente em temperaturas
abaixo de 700 °C e se decompde em p-TCP e HAP em temperaturas acima desse valor.***

Picos forte em torno de 250-300 °C resultam da decomposi¢cao de material organico,
que pode variar entre 200 a 450 °C, indicando a destrui¢do e Pirdlise de conformacdo de
hélice de coldgeno, e acima desse valor ocorre a carbonizagdo. Os valores em tais
temperaturas de degradacdio mostram que a forte interacdo entre moléculas
organicas/inorganicas muito influenciam a resisténcia térmica do material. Nas amostras de
HAP/Col e HAP/Col-Lio foram observados essa decomposi¢do na faixa de 250-300°,
atribuidas a decomposicao do coldgeno presentes nas amostras. Aumentos de perdas de peso
com o aumento de concentracdo de coldgeno gradualmente sdo esperaldos.g(”m’88

Comparando-se os métodos de secagem nas amostras, observa-se que a amostra
liofilizada de HAP apresentou uma maior perda de massa ao longo do programa de
aquecimento da analise termogravimétrica, e comparando-se as amostras com coldgeno, a
amostra seca em estufa apresentou uma maior perda de massa em comparaco com a amostra
liofilizada. A diferenca mais evidente na secagem € nos primeiros estiagios de aquecimento,
em torno de 400 °C, onde espera-se ocorrer a eliminacdo de dgua, pode-se sugerir que O
processo mais eficaz na eliminagdo das moléculas de dgua seja pelo processo de secagem em

estufa e garantir uma maior eliminacdo dessas moléculas, e nas amostras com colidgeno

apresentam picos fortes em torno de 250-300 °C referentes a decomposi¢ao do colageno.
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4.2 ESPECTROSCOPIA NA REGIAO DE INFRAVERMELHO

Os espectros de IV dos pés de HAP e HAP/Col obtidos com diferentes tempos de
envelhecimento e pelos métodos de secagem em estufa e liofilizacdo sdo apresentados nas

figuras 16 -19. As bandas observadas nestes espectros estao apresentadas na tabela 6.
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Figura 16 — Espectros de IV das amostras de HAP — 1, HAP — 14, HAP — 30
com envelhecimento de 1, 14 e 30 dias respectivamente com secagem em
estufa, preparadas na forma de pastilhas de KBr.
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Figura 17 — Espectros de IV das amostras de HAP — Lio — 1, HAP — Lio —
14, HAP - Lio — 30 com envelhecimento de 1, 14 e 30 dias respectivamente
liofilizadas, preparadas na forma de pastilhas de KBr.
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Figura 18 — Espectros de IV das amostras de HAP/Col — 1, HAP/Col - 14,
HAP/Col — 30 com envelhecimento de 1, 14 e 30 dias respectivamente com
secagem em estufa, preparadas na forma de pastilhas de KBr.
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Figura 19 — Espectros de IV das amostras de HAP/Col — Lio — 1, HAP/Col

— Lio — 14, HAP/Col — Lio — 30 com envelhecimento de 1, 14 e 30 dias
respectivamente liofilizadas, preparadas na forma de pastilhas de KBr.
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Tabela 6 — Bandas de IV observadas nos pds de hidroxiapatita obtidos.

58

Grupo | HAP | HAP | HAP | HAP- | HAP- | HAP- | HAP/ | HAP/ | HAP/ | HAP/ | HAP/ | HAP/
-1 -14 -30 Lio- | Lio - Lio- | Col- | Col- | Col- | Col- | Col- | Col-
1 14 30 1 14 30 Lio - Lio- Lio -
1 14 30
OH v | 3575 | 3575 | 3566 | 3575 | 3610 | 3575 | 3550 | 3550 | 3575 | 3550 | 3550 | 3550
6| 652 650 650 670 670 670 635 635 635 628 628 628
HO v | --—-- 3498 3498
v | 1672 | 1672 | 1672 | 1650 | 1650 | 1650 | 1680 | 1680 | 1680 | 1685 | 1685 | 1685
CO, 2358 | 2358 | 2358 | 2355 | 2355 | 2355 | 2355 | 2355 | 2355 | 2365 | 2365 | 2365
2329 | 2349 | 2339 | 2329 | 2329 | 2329 | 2325 | 2325 | 2325 | 2320 | 2320 | 2320
PO,> 8 | 1980 | 1980 | 1980 | 1950 | 1951 [ 1951 | 1985 | 1985 | 1985 | 1991 | 1991 | 1991
v | 1050 | 1050 | 1050 | 1070 | 1070 | 1070 | 1055 | 1055 | 1055 | 1055 | 1055 | 1055
v | - 980 980 980 998 999 998 975 975 975
o | 598 598 598 555 555 555 605 605 605 605 605 605
o | 545 545 545 478 478 478 565 565 565 570 570 570
6 | 470 470 470 398 398 398 485 485 485 493 493 493
)
Co,” 1475 | 1475 | 1475 | 1465 | 1465 | 1465 | 1458 | 1458 | 1458 | 1475 | 1475 | 1475
1420 | 1420 | 1420 | 1425 | 1425 | 1425 | 1438 | 1438 | 1438
873 873 873 868 868 868 875 875 875 875 879 875
HPO,” | 873 873 873 868 868 868 875 875 875 875 879 875
NH v R R R R R R skkoksk skkskosk skkoksk skkskosk skksksk skkoksk
6| - 1565 1565 | 1565 | 1570 | 1570 | 1570
S| - 1467 1467 | 1467 | 1472 | 1472 | 1472
C=O0v | --—-- 1645 1645 | 1645 | 1653 | 1653 | 1653
R-
COO-
vassim | ---- 1680 | 1680 | 1680 | 1677 | 1677 | 1677
1550 | 1550 | 1550 | 1555 | 1555 | 1555
v sim 1400 | 1400 | 1400 | 1400 | 1400 | 1400
R-
COOH
AY; ——_—— ———— —_—— —— ——— — skeskoskosk skeskeskesk skeskokesk skesteskesk skkokosk skkokosk
V| - 1710 | 1710 | 1710 | 1705 | 1705 | 1705
V| - 1420 | 1420 | 1420 | 1430 | 1430 | 1430
6| --—-- 1315 | 1315 | 1315 | 1320 | 1320 | 1320

(v = estiramento e &= deformacio)

estiramento de O-H em aproximadamente 3575cm” do grupo hidroxila da HAP,

Foram observadas em todas as amostras com pequenas variacdes, bandas de

€ o

estiramento de P-O (de grupos PO,”) entre 1070 a 1050 nas amostras com excecdo das secas

em estufa em todos os tempos de envelhecimento, sendo observado apenas uma tnica banda

em torno de 1055 cm™”, bem como O-H de dgua absorvida nas regides de 3498cm’

observadas com maior evidéncia apenas nas amostras de HAP/Col com envelhecimento de 30

dias secas em estufa e liofilizadas e isto é devido ao método de secagem utilizado, e uma

banda em torno de 1685 a 1650 cm™ também referentes ao O-H da dgua. A presenca de
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bandas de deformacgao P-O (de grupo PO43') em torno de 1985, 605, 565 e 485 cm™! e de O-H
(do grupo OH’, da hidroxiapatita) a 650 cm™ também estdo presentes nestes espectros.

As bandas observadas na regido de 2355 e 2329 cm™ e identificadas em todas as
amostras podem ser atribuidas ao CO, do ambiente absorvido durante a reagao, ja o dubleto
em 1465-1420 cm™ observado nas amostras com excecdo apenas das amostras com HAP
secas em estufa que apresentaram apenas uma banda em torno de 1475 cm™ e a banda em
torno de 875 cm™ identificadas em todas as amostras tipicas do grupo CO5”, caracteristicas da
hidroxiapatita carbonatada. De acordo com Elliot (1994), a existéncia de uma banda em
873 cm™ e de duas bandas em torno de 1420 e 1455 cm™ indicam a presenca do grupo CO; >,
caracteristicos da hidroxiapatita carbonatada do tipo B.*

A explicacdo para o aparecimento da banda atribuida ao CO, deve-se ao fato da
presenca dessa molécula na atmosfera e que pode ter sido absorvida pelas solu¢des durante a
sintese na forma de fons COs>, incorporando-se na estrutura da hidroxiapatita com grande
facilidade, em substitui¢do aos ions PO,> ou aos fons OH do reticulo cristalino. A quantidade
de COs* incorporado na apatita € dependente da concentracdo deste ion na solugdo, e de
acordo com a literatura a quantidade méxima é de 22% (em massa) e maiores concentragoes
podem levar a formagao da calcita. %

Existem dois tipos de apatitas carbonatadas, de acordo com o tipo de substituicao do
grupo CO5™: tipo A, quando substitui o sitio dos fons OH', e tipo B quando substitui os ions
PO,>. Pode-se utilizar os espectros de infravermelho para identificar o tipo de substituicdo do
ion carbonato, uma vez que para a apatita carbonatada tipo A hd o aparecimento de um
dubleto em 1528 e 1465 cm™ e para a do tipo B em 1455 e 1413 cm’, dessa maneira pode-se
concluir que o fon carbonato esta substituindo o sitio dos grupos (PO4)* caracterizando uma

CHAP do tipo B.%
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A presenga do CO, das amostras também pode ser comprovada pelos resultados
obtidos nas analises por EDS que mostram uma razao Ca/P maior em relagdo ao valor tedrico
para a HAP que deveria ser de 1,667, isto foi referenciado teoricamente nos estudos de
MIYAKE, et al., mostram que em hidroxiapatitas sintéticas a substituicio de um grupo
fosfato da célula unitaria da HAP por um grupo carbonato, faz com que a razao molar Ca/P

suba de 1,67 para 2,00. Como o material foi produzido em atmosfera aberta e em solugao

2-
aquosa, € provavel que tenha ocorrido a incorporagao de CO3 provenientes do ar.”

Os espectros de infravermelho das amostras sintetizadas, com a adi¢do de coldgeno
sdo semelhantes, indicando que sua presenca ndo provocou mudanga nas faixas de absorcao
dos grupos funcionais da hidroxiapatita. O aparecimento de bandas, por exemplo, em
aproximadamente 1390 cm” e 1660 cm™, respectivamente, que sdo referentes aos grupos
COO' e do grupo amida do coldgeno, podem ser associadas a sua exclusividade nas amostras.
Apenas as bandas préximas a 1660 cm™ foram observadas. O ndo aparecimento dessas bandas
estd relacionado a sobreposi¢do das bandas da hidroxiapatita formada sobre as bandas do
coldgeno.*

O alargamento das bandas que se localizam nas regides 590 a 610 cm™ e 1000 cm™
indica materiais pouco cristalinos. Um aumento do teor de carbonato nas amostras contribui
para a diminui¢do da cristalinidade. Sua presenca também afeta a estabilidade térmica da

- <o 45,91
HAP, resultando na decomposi¢do em CaO como fase secunddria. 9

4.3 DIFRACAO DE RAIOS X

Para uma possivel aplicacdo dos pds obtidos é necessdrio identificar as fases
cristalograficas presentes no material, para verificar se houve obten¢do da HAP. Assim, a

identificacdo do material obtido, bem como as modificacdes estruturais provocadas pelas
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variagcdes no tempo de envelhecimento e secagem foi estudada a partir das medidas de
difratometria de raios X. A cristalinidade da HAP foi avaliada qualitativamente pelos picos de
difracdo de raios X, pois amostras contendo picos acentuados e agudos tem maior
cristalinidade do que amostras que apresentem picos de difragcao largos e de baixa intensidade.

As figuras 20, 21, 22, 23, 24 e 25 apresentam os difratogramas de raios X dos pos de
hidroxiapatita (HAP) obtidos sem a presenca de coldgeno secas em estufa e liofilizadas e as
figuras 26, 27, 28, 29, 30 e 31 apresentam os difratogramas das amostras de raios X dos pds

de hidroxiapatita e coldgeno.

500

——HAP - 1
400

300

200

Intensidade (cps)

100 4

0 10 20 30 40 50 60 70 8 90 100
20 (graus)

Figura 20 — Difratograma de raios X da amostra de HAP, tempo de
envelhecimento de 1 dia e secagem em estufa
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Figura 21 — Difratograma de raios X da amostra de HAP tempo de
envelhecimento de 1 dia e liofilizada.
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Figura 23 — Difratograma de raios X da amostra de HAP, tempo de
envelhecimento de 14 dias e liofilizada.
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Figura 24 — Difratograma de raios X da amostra de HAP, tempo de
envelhecimento de 30 dias e secagem em estufa
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Figura 25 — Difratograma de raios X da amostra de HAP, tempo de
envelhecimento de 30 dias e liofilizada.
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Figura 26 — Difratograma da amostra de HAP/Col, tempo de envelhecimento de
1 dia e secagem em estufa.
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Figura 27 — Difratograma da amostra de HAP/Col, tempo de envelhecimento de
1 dia e liofilizada
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Figura 28 — Difratograma da amostra de HAP/Col, tempo de envelhecimento de 14
dias e secagem em estufa.
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Figura 29 — Difratograma da amostra de HAP/Col, tempo de envelhecimento de
14 dias e liofilizada.
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Figura 30 — Difratograma de raios X da amostra de HAP/Col — 30, tempo de
envelhecimento de 30dias e secagem em estufa.
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Figura 31 — Difratograma de raios X da amostra de HAP/Col - Lio - 30,
tempo de envelhecimento de 30 dias e liofilizada.

Pela andlise comparativa do difratograma padrdo disponivel no banco de dados
JCPDS (Ficha 9-432) verifica-se a presenca de picos caracteristicos da hidroxiapatita em
todas as amostras.

Dois grupos de picos de reflexdo de DRX podem ser usados para monitorar a
formagao da HAP; um em 26= 26,0° e o outro grupo estd variando de 26= 31,8°(211) ao 26=
32,9°(112) e 39,8°(310).”

A dificuldade da observacao das reflexdes nas regidoes de 25° e entre 31-34° pode
estar relacionada a presenca de grupamentos carbonatos na estrutura da HAP formada, uma
vez que as reflexdes para HAP e hidroxiapatita carbonatada sdo: 25,90; 31,80 e 32,93 (Ficha
JCPDS 9-432) e 25,75; 32,19 ¢ 33,43 (Ficha JCPDS 19-272), respectivalmente.3 3

Entretanto, nas amostras sintetizadas verificou-se a formacdo de hidroxiapatita
carbonatada do tipo B (CHAP-B), uma vez que, foi possivel verificar a partir de analises de
IV que os grupos PO,* estavam sendo substituidos por grupos CO5” levando a formacao de

apatita carbonatada, os grupos PO,* ou OH, ou ambos, sdo substituidos pelo grupo COs*

21,29,36
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Em todas as amostras obtidas observa-se um determinado grau de cristalinidade com
uma varia¢ao na largura e intensidade dos picos. Nos difratogramas apresentados nas figuras
HAP/Col -Lio-1 e HAP/Col-Lio-30, com a presengca de coldgeno nota-se uma pequena
variacdo na cristalidades das amostras e na amostra de HAP-Lio-1 sem a presenca de
coldgeno. Provavelmente, a alteracdo desse parametro estd relacionada com o aumento do
tempo de envelhecimento e nas condi¢cdes de sintese. Na temperatura da aproximadamente
40°C e pH em torno de 12, o coldgeno em solucdo aquosa dissocia as ligagdes idnicas porque
a maioria dos grupos carboxilicos mudam para a forma protonada, resultando na interacdo
entre os fons Ca’* e fons R-COO’, formando os fons complexos Cilcio-coldgeno. Estes
complexos podem interagir com os fons PO,’" devido aos efeitos de supersaturacio, e espera-
se que o grau de cristalizacdo da fase HAP diminua com o indice crescente de coldgeno.”>
Pode-se observar picos de difracdo menos acentuados e mais largos nas amostras de

HAP-Lio-1, HAP/Col-Lio-1 e HAP/Col-Lio-30 que caracterizam uma baixa cristalinidade

destas amostras e acredita-se que podem estar associadas a presencga de carbonato.

4.4 ANALISE GRANULOMETRICA DO TAMANHO DE PARTICULAS

As Figuras 32, 33, 34, 35, 36 e 37 apresentam, respectivamente, os histogramas das
distribuicdes granulométricas e volume dos pés de HAP e HAP/Col que foram submetidas a
secagem em estufa e liofilizadas e a tabela 10 mostram os resultados obtidos. A distribuicao
de tamanho de particulas das amostras foi determinada por difracdo a laser, que avalia

somente os aglomerados ou particulas suspensas no solvente.
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Figura 32 — Histograma da distribuicdo granulométrica e volume passante das amostras de: (a) HAP com tempo
de envelhecimento de um dia e com secagem em estufa; (b) HAP com tempo de envelhecimento de um dia e
liofilizada.
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Figura 33 — Histograma da distribuicdo granulométrica e volume passante das amostras de: (a) HAP/Col com
tempo de envelhecimento de um dia e com secagem em estufa; (b) HAP/Col com tempo de envelhecimento de um
dia e liofilizada.
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Figura 34 — Histograma da distribuicdo granulométrica e volume passante das amostras de: (a) HAP com tempo de
envelhecimento de quatorze dias e com secagem em estufa; (b) HAP com tempo de envelhecimento de quatorze
dias e liofilizada.
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Figura 35 — Histograma da distribuicdo granulométrica e volume passante das amostras de: (a) HAP/Col com

tempo de envelhecimento de quatorze dias e com secagem em estufa; (b) HAP/Col com tempo de envelhecimento

de quatorze dias e liofilizada.
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Figura 36 — Histograma da distribuicao granulométrica e volume passante das amostras de: (a) HAP com tempo de
envelhecimento de trinta dias e com secagem em estufa; (b) HAP com tempo de envelhecimento de trinta dias e
liofilizada.
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Figura 37 — Histograma da distribuicdo granulométrica e volume passante das amostras de: (a) HAP/Col com
tempo de envelhecimento de trinta dias e com secagem em estufa; (b) HAP/Col com tempo de envelhecimento de
trinta dias e liofilizada.
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A formagdo dos aglomerados das particulas de HAP podem ser explicados pelo
mecanismo de agregacao-aglomeracao-crescimento-nucleagao proposto por Rodriguez et. al.,
de acordo com esse mecanismo, a formacao das particulas se d4 por: nucleacdo e crescimento
para formar cristais de tamanho nanométrico; agregacdo de nanocristais por atracodes fisicas;
crescimento de cristais adicionais dentro dos agregados para formar aglomerados estdveis que
continuam a crescer distintamente na faixa de tamanho micrométrico. Segundo Gomez-
Morales et al. citado por Mosfata et al., os processos de agregacao das particulas sdo dirigidos
por forcas diferentes; na escala nanométrica/coloidal, a minimizagao da energia superficial
livre seria responsdvel pela agregacdo, enquanto cargas elétricas superficiais seriam
responsaveis pela agregacdo de particulas de escala micrométrica. Estes fatores poderiam
explicar a presenca de duas faixas de tamanho de particulas observadas nas amostras
sintetizadas, provavelmente decorrentes de um processo de agregacdo primdario, com
particulas de tamanho submicrométrico, que continuam a crescer ate alcancar tamanhos
maiores (micrométrico), explicando a presenca da segunda faixa da distribui¢cdo do tamanho
de pal1’t1’culals.83’93’94

Na Tabela 7 apresentam-se os dados de distribui¢do do tamanho de particulas para

os pos das amostras de HAP e HAP/Col secas em estufa e liofilizadas.

Tabela 7 — Resumo das distribui¢des granulométricas dos pos

Amostra Diametro a 10%| Diametro a 50%| Diametro a Diametro
90 % Médio
HAP — 1 dia 1,2 um 7,08 um 31,6 um 13,29 um
HAP-Col - 1 dia 1,75 um 11,5 um 39,7 um 17,65 um
HAP - 14dias 1,76 um 8,58 um 29,90 um 13,41 um
HAP-Col - 14 dias 1,64 um 9,29 um 33,09 um 14,67 um
HAP - 30 dias 1,58 um 12,54 um 36,48 um 16,86 um
HAP-Col - 30 dias 1,39 um 8,69 um 37,90 um 15,99 um
HAP —Lio - I dia 1,62 um 7,57 uym 26,07 ym 11,15 pm
HAP-Col - Lio - 1dia | 1,93 um 8,09 um 21,63 um 10,24 um
HAP - Lio - 14 dias 1,98 um 9,13 um 30,32 um 13,15 um
HAP-Col - Lio — 14 diag 2,09 um 9,23 um 24,87 um 11,78 um
HAP - Lio—30dias | 2,74 um 12,27 um 28,89 um 14,34 um
HAP/Col — Lio — 30 diay 2,01 um 9,87 um 32,53 um 14,16 um
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Comparando as figuras 32, 33, 34, 35, 36 e 37, nota-se que as amostras de
hidroxiapatita convencional apresenta-se com uma granulometria mais fina que as amostras
associadas ao coldgeno, com excecao apenas da amostra com envelhecimento de trinta dias e
com secagem em estufa; ja nas amostras de HAP e HAP/Col liofilizadas pode-se observar que
as particulas nos pés apresentam-se com tamanhos muito proximos com excec¢ao apenas das
amostras obtidas com envelhecimento de quatorze dias que a HAP apresentou um tamanho
maior em comparacao a amostra HAP/Col com mesmo tempo de envelhecimento.

Observou-se através dos dados obtidos dos diametros médios das particulas dos pds
que apresentam-se com tamanhos maiores nas amostras HAP/Col com hum dia de
envelhecimento, HAP e HAP/Col com trinta dias de envelhecimento nas amostras secas em
estufa e HAP e HAP/Col com envelhecimento de trinta dias para as amostras liofilizadas. Os
menores tamanhos foram encontrados nas amostras HAP e HAP/Col com hum dia de
envelhecimento e HAP/Col com envelhecimento de quatorze dias, liofilizadas obtidas na

faixa de 10 a 12 um.

4.5 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA E EDS DOS POS

A estrutura e a superficie das particulas de HAP pura e associadas ao coldgeno foram
investigadas usando a microscopia eletronica de varredura (MEV). As micrografias das
figuras 38, 40 e 42, mostram os detalhes da estrutura e superficie das amostras de HAP
sintetizadas e secas em estufa a uma temperatura de 100 °C, por um periodo de vinte e quatro
horas comparadas as amostras de HAP sintetizadas e liofilizadas com tempos de
envelhecimento de 1, 14 e 30 dias. As micrografias das figuras 39, 41 e 43, mostram os
detalhes da estrutura e superficie das amostras de HAP/Col sintetizadas e secas em estufa a
uma temperatura de 100 °C por um periodo de vinte e quatro horas comparadas as amostras

de HAP/Col sintetizadas e liofilizadas com tempos de envelhecimento de 1, 14 e 30 dias.
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(© (d)

Figura 38 — Micrografias obtidas por MEV da HAP com envelhecimento de um (1) dia: (a)seca em estufa com
aumento de 500x. (b) liofilizada com aumento de 500x. (c) seca em estufa com aumento de 1200x. (d)
liofilizada com aumento de 2400x.

(b)
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© | | @
Figura 39 — Micrografias obtidas por MEV da HAP/Col com envelhecimento de um dia: (a) seca em estufa
com aumento de 500x. (b) liofilizada com aumento de 500x. (c) seca em estufa com aumento de 1200x e (d)
liofilizada com aumento de 2400x.

(@
Figura 40 — Micrografias obtidas por MEV da HAP com envelhecimento de quatorze dias: (a) seca em estufa
com aumento de 500x. (b) liofilizada com aumento de 500x. (c) seca em estufa com aumento de 1200x. (d)
liofilizada com aumento de 1200x.
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Figura 41 — Micrografias obtidas por MEV da HAP/Col com envelhecimento de quatorze dias: (a) seca em

estufa com aumento de 500x. (b) liofilizada com aumento de 500x. (c) seca em estufa com aumento de
1200x. (d) liofilizada com aumento de 1200x.
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Figura 42 — Micrografias obtidas por MEV da HAP com envelhecimento de trinta dias: (a) seca em estufa
com aumento de 500x. (b) liofilizada com aumento de 500x. (¢) seca em estufa com aumento de 1200x. (d)
liofilizada com aumento de 1200x.

© ' @
Figura 43 — Micrografias obtidas por MEV da HAP/Col com envelhecimento de trinta dias: (a) seca em estufa
com aumento de 500x. (b) liofilizada com aumento de 500x. (c) seca em estufa com aumento de 1200x. (d)
liofilizada com aumento de 1200x.

As micrografias da figura 44, mostram os detalhes da estrutura e superficie de uma

amostra de coldgeno bovino utilizado para as amostras de HAP associadas ao coldgeno.
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(a) (b)

Figura 44 — Micrografias obtidas por MEV do coldgeno: (a) com aumento de 200x. (b) com aumento de 500x.

Através dos resultados obtidos pela analise de MEV observou-se que ha formacgdo de
aglomerados de particulas em escala nanométrica observadas nas figuras 38-43. Com
diferentes aumentos, estas micrografias podem revelar que cada grdo micrométrico na
verdade € formado por muitas particulas de tamanho ainda menor, com tendéncia a formar
aglomerados deixando poros entre eles. Os poros sdo caracteristicas desejadas em alguns
materiais, pois permitem a circulacio do fluido fisiolégico entre o material.’

As diferencas nas distribuicdes de tamanho de particula para as amostras HAP e
HAP - Lio podem ser observadas nas figuras 38, 40 e 42 nas micrografias obtidas por
microscopia eletronica de varredura. As micrografias mostram que a amostra liofilizada tem
maior tendéncia em formar aglomerados, sendo formadas por granulos com tamanhos
menores € com superficie mais rugosa. 8394 Segundo Kothapalli et al., particulas pequenas
formam aglomerados maiores, com rugosidade superficial, indicando amostras com uma 4rea
superficial especifica elevada.

A Espectroscopia de Energia Dispersiva de Raios X (EDS), foi realizada nas amostras
em trés pontos distintos que apresentam a mesma relacdo de elementos quimicos, determinou-
se a composicao de Ca e P das amostras de HAP pura e associadas ao coldgeno com secagem

em estufa e liofilizadas em todos os tempos de envelhecimento, resultando em valores
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superiores para os de Ca e inferiores para os de P, portanto a razdo Ca/P experimental
apresenta valores maiores que os tedricos em todos os casos. Os resultados em termos de
razdo Ca/P das amostras, sdo apresentados na Tabela 8.

Tabela 8 — Razao molar Ca/P das amostras de HAP sintéticas e HAP/Col secas em estufa e
liofilizadas determinadas por EDS.

Amostra Tempo de Ca/P Teérico Ca/P Experimental
Envelhecimento
(dias)
HAP 1 1,67 1,99
HAP - Lio 1 1,67 2,23
HAP 14 1,67 1,94
HAP - Lio 14 1,67 1,97
HAP 30 1,67 2,29
HAP - Lio 30 1,67 2,11
HAP/Col 1 1,67 2,01
HAP/Col - Lio 1 1,67 1,83
HAP/Col 14 1,67 2,03
HAP/Col — Lio 14 1,67 2,35
HAP/Col 30 1,67 1,91
HAP/Col - Lio 30 1,67 2,01

Os estudos de MIYAKE, et al. mostram que nas hidroxiapatitas sintéticas, similares a
ossos e dentes, os fons carbonato localizam-se em canais € ocupam os mesmos sitios dos fons
fosfato numa razdo de 10:1. A substituicdo de um grupo fosfato da célula unitaria da HAP por
um grupo carbonato faz com que a razdo molar Ca/P aumente de 1,67 para 2,00. Levando-se
em conta que as amostras de HAP e HAP/Col foram produzidas em atmosfera aberta e em

solucdo aquosa, o desvio observado na estequiometria provavelmente deve-se a incorporacao

2-
do CO3 proveniente do ar. O CO2 do ar pode ser incorporado a qualquer solu¢do aquosa

através da reacdo com ions hidroxila OH livres na solucdo formando o 4cido carbonico

H2C03, sendo fon carbonato (CO;*) uma das numerosas possibilidades de substituicdes

ionicas na estrutura da HAP. Vdrios trabalhos t€m mostrado que fons carbonatos estdo

presentes em apatitas sintéticas e naturais em dois tipos de sitios anidnicos da estrutura,

denominadas tipo A e tipo B.'"*°
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A explicacdo para o aumento na razdo Ca/P pode ser comprovada através do
aparecimento de bandas caracteristicas na regido do IV referentes aos fons COs> que podem
ter sido formados pela absorcio do CO, na solucdo durante a sintese, € s@o observados na
tabela 6 e pela analise de EDS observados na tabela 8. O ion carbonato pode ser incorporado a
estrutura da hidroxiapatita, em substitui¢do aos ions PO43' ou aos fons OH do reticulo
cristalino podendo formar uma Hidroxiapatita Carbonatada do tipo A ou do tipo B
dependendo da substituicdo ocorrida, observando-se os espectros de IV acredita-se que houve
a formagao de uma CHAP do tipo B pois hd a ocorréncia de bandas em 1455 e 1413 cm’
!caracteristicas deste tipo de CHAP.

A quantidade de CO;” incorporado na apatita é dependente da concentracdo deste
fon na solucdo, deste modo a substituicio dos fons PO4” pelos fons COs* ocasionaria um
aumento da concentracdo de fons célcio nas amostras acarretando em uma razdo Ca/P maior

em todas as amostras em relagao ao valor tedrico de 1,67, observados na Tabela 8.
4.6  Area Superficial Especifica — BET

Durante a obten¢do dos pés de hidroxiapatita por processamentos diferentes
verificou-se variacdes nos valores da drea superficial especifica das amostras dos p6s de HAP
e HAP/Col, pelo método de BET, os resultados obtidos podem ser observados na tabela 9 e 10
para as amostras secas em estufa e liofilizadas com envelhecimento de 1, 14 e 30 dias.

Tabela 9 — Area Superficial Especifica pelo método de BET das amostras de HAP e HAP-Lio.

AMOSTRAS TEMPO DE Area SUPERFICIAL
ENVELHECIMENTO ESPECIFICA (m’/g)
HAP 1 69,1670
HAP-Lio 1 69,2101
HAP 14 60,0443
HAP-Liofilizada 14 69,5385
HAP 30 59,1439
HAP-Lio 30 68,3138
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Tabela 10 — Area Superficial Especifica pelo método de BET das amostras de HAP/Col e
HAP/Col -Lio

AMOSTRAS TEMPO DE Area SUPERFICIAL
ENVELHECIMENTO ESPECIFICA (m’/g)
HAP/Col 1 67,7954
HAP/Col-Lio 1 69,5385
HAP/Col 14 55,1558
HAP/Col-Lio 14 57,4789
HAP/Col 30 64,4718
HAP/Col-Lio 30 68,3138

Verifica-se que a presenca do coldgeno e o processo de secagem por estufa e
liofilizacdo levaram a obtencdo de pés de HAP com menor édrea superficial especifica do que
os encontrados nas amostras de HAP. Os resultados obtidos para as amostras, HAP — 30
(59,14 mz/g) e HAP/Col — Lio — 14 (57,47 mz/g) sao semelhantes ao determinado por Saeri et
al.** que também sintetizou a hidroxiapatita utilizando método de precipitacdo, através da
reacdo entre Ca(OH), e H3;PO4 na temperatura de 40°C e posterior secagem em estufa, apenas
diferindo na temperatura de secagem que era de 80°C, e a adotada neste trabalho foi de 100°C
em estufa. Os resultados obtidos também se aproximam dos encontrados por Landi et al., que
era de 51,3 mZ/g, esse valor € consistente com um tamanho de particula média de cerca de
20 nm. 4

De acordo com Saeri et al., deve-se esperar que particulas muito pequenas e que
possuem uma grande area superficial venham a formar aglomerados maiores minimizando sua
energia superficial e um aumento do tamanho das particulas promove uma diminuicdo na drea
superficial especifica dos pés de HAP. 3 Portanto, espera-se que as amostras com uma area
superficial especifica maior como € o caso das amostras HAP — 1, HAP/Col - 1, HAP — Lio —
14, e HAP/Col — Lio — 14, tenham uma maior tendéncia em formar aglomerados em
comparacdo as amostras que possuem uma menor drea superficial especifica. Pode-se

comprovar através das micrografias obtidas por MEV nas figuras 39, 40 e 41.
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4.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

As andlises de MET tém por objetivo detectar a presenca de defeitos e identificacdo
de outras fases presentes na hidroxiapatita sintetizada. As figuras 45, 46, 47, 48, 49 e 50
mostram as micrografias dos pds das amostras de HAP e HAP/Col com aumentos diferentes e
comparadas pelos métodos de secagem em estufa e liofilizadas.

Através das andlises dos p6s das amostras ndo calcinadas contendo coldgeno bovino
por meio da microscopia eletronica de transmissdo, foi possivel observar que a presenca de
moléculas de coldgeno na estrutura da HAP nfo altera a morfologia das particulas sendo que
apresentam forma acicular como pode-se observar nas figuras 46, 48 e 50.

Através das micrografias observa-se a formacdo de aglomerados de particulas com
distribuicdo de tamanhos na ordem de 20-100 nandmetros indicando que o sistema ¢é
nanoestruturado. Nao se observa variacdes de tamanho de particulas com a associagdo de

coldgeno nas amostras.

(a) (b)
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() (d)
Figura 45 — Micrografias obtidas das amostras de HAP com envelhecimento de hum dia: (a) HAP — 1 (estufa)
com aumento de 120.000x; (b) HAP — 1 (Liofilizada) com aumento de 120.000x; (¢) HAP — 1 (estufa) com
aumento de 250.000x; (d) HAP — 1 (Liofilizada) com aumento de 250.000x.

: (a _ .. i — g o)
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Figura 46 — Micrografias obtidas das amostras de HAP/Col com envelhecimento de um dia: (a) HAP/Col — 1
(estufa) com aumento de 120.000x; (b) HAP/Col — 1 (Liofilizada) com aumento de 120.000x; (¢) HAP/Col - 1
(estufa) com aumento de 250.000x; (d) HAP/Col — 1 (Liofilizada) com aumento de 250.000x.

@ (b)
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Figura 47 — Micrografias obtidas das amostras de HAP com envelhecimento de quatorze dias: (a) HAP — 14
(estufa) com aumento de 120.000x; (b) HAP — 14 (Liofilizada) com aumento de 120.000x; (c) HAP- 14 (estufa)
com aumento de 250.000x; (d) HAP — 14 (Liofilizada) com aumento de 250.000x.

(a) o " (b
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Figura 48 — Micrografias obtidas das amostras de HAP/Col com envelhecimento de quatorze dias: (a) HAP/Col
— 14 (estufa) com aumento de 120.000x; (b) HAP/Col — 14 (Liofilizada) com aumento de 120.000x; (¢) HAP/Col
— 14 (estufa) com aumento de 250.000x; (d) HAP/Col — 14 (Liofilizada) com aumento de 250.000x.

(a) (b)
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() (d)
Figura 49 — Micrografias obtidas das amostras de HAP com envelhecimento de trinta dias: (a) HAP — 30 (estufa)
com aumento de 120.000x; (b) HAP — 30 (Liofilizada) com aumento de 120.000x; (c) HAP- 30 (estufa) com
aumento de 250.000x; (d) HAP — 30 (Liofilizada) com aumento de 250.000x.

(a) | o (b
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© (d)
Figura 50 — Micrografias obtidas das amostras de HAP com envelhecimento de trinta dias: (a) HAP/Col — 30
(estufa) com aumento de 120.000x; (b) HAP/Col — 30 (Liofilizada) com aumento de 120.000x; (c) HAP/Col - 30
(estufa) com aumento de 250.000x; (d) HAP/Col — 30 (Liofilizada) com aumento de 250.000x.

Cristais de hidroxiapatita normalmente apresentam-se na forma acicular, e estdo
diretamente relacionados aos parametros da sintese como temperatura, tempo de
envelhecimento e o tipo de substituinte, alterando o tamanho de particulas, porosidade, drea
superficial e cristalinidade. Entretanto, Legeros (2002) também sugere que a presenca de uma
matriz orginica pode promover um efeito protetor diminuindo a extensdo de dissolucdo de
cristais de HAP com baixa cristalinidade.>> °* 7

A substituicdo de ifons de carbonato tem o efeito de induzir a uma baixa
cristalinidade e a um alto nimero de defeitos estruturais dentro da estrutura da HAP."
Legeros observou em estudos de MET que mudancas na cristalinidade e morfologia das
particulas da HAP que apresentam-se na forma acicular para formas mais arredondadas
acontecem pela substituicdo crescente nos fons da hidroxiapatita por ions carbonatos,
sugerindo também que um aumento na bioatividade e solubilidade observadas devem estar
associadas a formacdo de CHAP. A incorporagdo do COs> promove o crescimento ao longo
das dimensdes radiais. O pH também influencia na morfologia do material, sendo que

. . . . L. 11,96,97
amostras sintetizadas em pH elevado tendem a formar cristais esféricos. 969
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5. CONCLUSOES

Neste trabalho foi investigada a influéncia do processamento na obteng¢do de
nanocomposito HAP-coldgeno bovino. A andlise dos resultados obtidos pela caracterizagcao

dos compésitos obtidos permitiu-se chegar as seguintes conclusdes:

- O método de sintese empregado proporcionou a producdo de hidroxiapatita
carbonatada, levando a relagdo Ca/P superiora 1,67, isto se deve, provavelmente a
incorporagdo do ion C032' na estrutura das amostras, sendo que o ion C032' esta inserido no
sitio B que substitui o grupo PO,”, formando uma CHAP do tipo B. Portanto, a incorporagio
do ion carbonato provocou alteragdes nas caracteristicas estruturais da hidroxiapatita obtida.

- O processamento utilizando mostrou eficiente para a obtencdo de nanocompdsitos
de HAP/Coldgeno bovino. A natureza nanocristalina dos pés nos diferentes processamentos
foi confirmada pela microscopia eletronica de transmissdo, as particulas sdo muito pequenas
com variacdes de tamanho nanométricos.

- A influéncia do tempo de envelhecimento e secagem na morfologia das amostras
ficou nitidamente comprovada pelas andlises de MEV, distribuicio granulométrica e
determinac¢do da drea superficial especifica. As amostras que apresentam maior tendéncia em
formar aglomerados sdo as liofilizadas, sendo constituidas por granulos com tamanhos
menores € com superficie mais rugosa e uma maior drea superficial especifica em relacdo as

secas em estufa.
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PERSPECTIVAS FUTURAS

Verificar as propriedades mecanicas dos compositos.

Estudo do comportamento “in vitro” e “in vivo” dos compositos obtidos.
Caracterizacdo pelo método de Rietveld nas amostras obtidas pela analise de DRX.
Estudo da formagdo do compdsito variando outros parametros de sintese, tais
como concentracdo de coldgeno, tempo de envelhecimento, pH, precursores e
método de sintese adotado.

Incorporacao de farmacos para producdo de sistemas de libera¢do controlada.
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8. ANEXOS

Identificacoes das fases presentes nas amostras obtidas por Difracao de Raios X
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I 1 9-0432 CaS5({P04)3 (0H) 0.835 0.643(36/56) 0.844 ----- 0.543
Calcium Phosphate Hydroxide ( Hydroxylapat 3.15 P&3/m
| 2 19-0272 Cal0 (P0O4)3(C0O3)3(0H)2 1.000 0.722(12/18) 0.594 ----- 0.429
Calcium Carbonate Phosphate Hydroxide ( Ca 2.87 P63 /m
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|5 50-0008 Ca(OH)2 0.750 0.832(10/15) 0.635 ----- 0.529
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Anexo 1 — Identificacdo da amostra de HAP-7 com envelhecimento de sete dias seca em estufa.
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Chemical MName (Mineral Name) Dx WT% S.CG.
I 1 9-0432 CaS5(P04) 32 (CH) 0.000 0.000( 0/56) 0.000 0.000 0.000
Calcium Phosphate Hydroxide ( Hydroxylapat 3.15 P63 /m
| 2 19-0272 Cal0d(PO4)3(C0O3)3(0H)2 0.000 0.000( 0/18) 0.000 0.000 0.000
Calcium Carbonate Phosphate Hydroxide ( Ca 2.87 P63/ /m

Anexo 2 — Identificacdo da amostra de HAP/Col-7 com envelhecimento de sete dias seca em estufa.
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Calcium Carbonate Phosphate Hydroxide ( Ca 2.87 P63/m

Anexo 3 — Identificacdo da amostra de HAP-Lio-14 com envelhecimento de quatorze dias liofilizada.
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(dag)
No . Card Chemical Formula 5 L d I R
Chemical Name (Mineral Name) Dx WT% 5.G.
9-0422 Ca5(P04)3 (0OH) 0.000 0.000( 0/56) 0.000 0.000 0.000
Calcium Phosphate Hydroxide (| Hydroxylapat 3.15 P63 ,/m
|2 19-0272 Call (PO4)3(CC3)3(CH)2 0.000 0.000( 0/18) 0.000 0.000 0.000
Calcium Carbonate Phosphate Hydroxide { Ca 2.87 P62 /m
1-0588 Ca(H2POZ)2 0.000 0.000( 0/19) 0.000 0.000 0.000

|3

Calcium Hydrogen Phosphite

Anexo 4 — Identificacdo da amostra de HAP-30 com envelhecimento de trinta dias seca em estufa.



