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RESUMO

Atualmente, a obtencé&o de novos materiais para substituicdo de partes do corpo humano tem
despertado grande interesse cientifico na busca de biomateriais que se assimilem ao
funcionamento e as propriedades fisioldgicas naturais. No que se refere as reparacfes 0sseas
a hidroxiapatita (HAp) tem grande destaque por possuir propriedades fisicas e quimicas muito
semelhantes ao mineral que constitui 0s 0ssos e dentes humanos. Este trabalho tem por
objetivo propor a sintese do compdésito fosfato de calcio-colageno visando obter um material
semelhante a estrutura 0ssea natural onde o colageno tem funcéo de orientacédo estrutural da
neoformacdo 6ssea. Foram sintetizados diferentes tipos de fosfatos de célcio a partir de
diferentes rotas sintéticas (em chapa aquecedora, em sistema hidrotermal e sistema
hidrotermal assistido por micro-ondas), os quais foram caracterizados como sendo HAp,
fosfato octacélcico (OCP) e mono-hidrogénio fosfato de calcio di-hidratado (DCPD) a partir
das andlises por microscopia eletrbnica de varredura (MEV), espectroscopia por
infravermelho (FTIR) e difracdo de raio-X (DRX). Os espectros de FTIR mostraram que
todas as amostras apresentaram bandas de absorcao no infravermelho relativas a presenca d
grupos fosfato. Por DRX constatou-se que a HAp foi obtida em todas as rotas sintéticas
avaliadas. O OCP e o DCPD foram obtidos a partir dos mesmos precursores, com a diferenca
de que o OCP foi sintetizado a 80°C e o DCPD em temperatura ambiente. As micrografias
mostraram que a HAp apresentou morfologia globular. Entretanto, o DCPD e OCP
apresentaram morfologia laminar, diferenciando-se no tamanho e espessura. Os tamanhos de
cristalitos, estimados, para a HAp, o DCPD e o OCP foram de 78, 58 e 29 nm,
respectivamente, a partir dos planos de difragdo 002, 020 e 002, e determinados de acordo
com a equacdo de Scherrer. Os diferentes fosfatos foram utilizados na preparacdo de
compositos com colageno hidrolisado. As caracterizagdes fisico-quimicas dos compositos
mostraram poucas modificagcdes nos fosfatos, no que se refere a morfologia e organizacéo
estrutural dos materiais. Quanto a citotoxicidade dos materiais, conclui-se que todos os
materiais ndo sdo citotoxicos. Considerando a solubilidade, obteve-se que a HAp é o fosfato
de calcio mais soluvel entre os fosfatos testados e que a adi¢cdo de colageno no processo de
formacdo do composito aumenta a solubilidade dos fosfatos. A analise térmica evidenciou
qgue, os compositos perdem maior quantidade de massa que os fosfatos puros, uma vez que c
colageno possui baixa estabilidade térmica. As curvas de DSC para o colageno puro e 0s
compoésitos avaliados indicaram que a presenca de OCP e DCPD no compdsito aumenta a
estabilidade do colageno.

Palavras-chavesfosfatos de célcio; Viabilidade celular; Solubilidade em meio fisioldgico.
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ABSTRACT

Nowadays, obtaining new materials for human body parts replacement has stimulated great
scientific interest in the search ofr biomaterials that resemble the behavior and natural
physiological properties. Regarding bone repair hydroxyapatite (HAp) stands out due to by
having physical and chemical properties very similar to the mineral which forms the human
bones and teeth. This study aims to propose the synthesis of calcium phosphate-collagen
composite in order to obtain a material similar to natural bone structure where collagen
function is structural orientation of bone neoformation. Different types of calcium phosphates
were obtained from different synthetic routes (in heating plate, in hydrothermal system and
hydrothermal microwave system), which were characterized as HAp, octacalcium phosphate
(OCP) and dicalcium phosphate dihydrate (DCPD) from the analysis by X- ray diffraction
(XRD), scanning electron microscopy (SEM), infrared spectroscopy (FTIR). FTIR spectra
showed that all samples had infrared absorption bands related to the presence of phosphate
groups. XRD analysis demonstrated that the HAp was obtained in all synthetic routes
evaluated. The DCPD and OCP were obtained from the same precursors, with the difference
that the OCP was synthesized at 80°C and the DCPD at room temperature. The micrographs
revealed that the HAp had globular morphology. However, DCPD and OCP had laminar
morphology, differing in size and thickness. The crystallite size estimated for HAp, DCPD
and OCP were 78, 58 and 29 nm respectively from the diffraction planes 002, 020 and 002 by
the Scherrer equation. The various phosphates were used in the composite preparation with
hydrolized collagen. The physico-chemical characterization of composites showed little
changes in the phosphates, with respect to structural organization and morphology of the
materials. In relation of the materials cytotoxicity, it is concluded that all materials are not
cytotoxic. Concerning solubility, it was found that the HAp is the more soluble calcium
phosphate of the phosphates tested here and that the addition of collagen in the process of
composite forming increases the solubility of the phosphates. Thermal analysis evidenced that
the composite mass loss is larger than pure phosphates, since the collagen has low thermal
stability. DSC curves for pure collagen and evaluated composites indicated that the presence
of DCPD and OCP in the composite increases the collagen’s stability.

Keywords: Calcium phosphates; Cell viability; Solubility in physiological environment.
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INTRODUCAO

Com a evolugcdo do mundo e consequente evolucdo das espécies, cada vez mais a
natureza tem se especializado em produzir materiais muito especificos, o que torna a
producdo de materiais sintéticos similares a estes uma tarefa muito ardua e dificil de ser
alcancada. Na natureza estes materiais desempenham desde funcdes mais simples até funcde
muito especificas, possuindo muitas vezes capacidade de adaptacdo as perturbacdes externas
como € o caso do tecido 6sseo (MARTINS e GOISSES, 1996).

Quando a estrutura 6ssea € perdida, independente da razéo, os defeitos sdo, em geral,
preenchidos com osso natural. No entanto este tipo de procedimento ndo suprime a
possibilidade de infecgdes, por se tratar de um processo lento. Sendo assim, estudos recentes
tém sido direcionados para o desenvolvimento de um material artificial que tenha
propriedades semelhantes as do tecido 0sseo natural e que possa ser utilizado em substituicoe:
osseas (BEZZI, et al., 2003). A aplicacdo de materiais ceramicos de fosfatos de calcio como
substitutos 6sseos tem recebido consideravel atencéo visto que estes sdo conhecidos por su:
alta biocompatibilidade com organismos vivos quando usados em reposi¢cdes de tecidos duros,
além de possuirem propriedades bioativas (MANJUBALA e SIVAKUMAR, 2001).

Ha algum tempo um grande numero de pesquisadores tem trabalhado com materiais
gue possam ser utilizados em enxertos 0sseos, mas até agora ndo se encontrou um substitutc
ideal, pois nao foi ainda descoberto um material que seja mecanica e biologicamente tdo bom
guanto o osso humano (BOHNER et al., 2012).

1.1. TECIDO OSSEO

O osso, ou tecido 0sseo, contém grande quantidade de matriz circundando as células.
Essa matriz consiste de um componente inorganico (sais minerais), que torna o 0sso rigido, e
um componente organico (principalmente fibra de coldgeno), que da resisténcia ao 0sso. Os
osteoclastos (clastos = romper), um dos quatros tipos de célula presentes no tecido 6sseo,
estdo presentes na superficie do 0sso e agem na reabsorcao 0ssea (destruicdo da matriz), que
importante no desenvolvimento, no crescimento, na manutencdo e no reparo do 0SSO
(TORTORA, 2000). A matriz 6ssea contém ainda sais minerais abundantes, principalmente
fosfato de célcio e carbonato de célcio. A medida que esses sais sdo depositados pelos



osteoblastos (células que formam o 0sso) em torno das fibras de colageno da matriz, o tecido
se torna rigido. Esse processo € denominado calcificacdo (TORTORA, 2000).

A partir do nivel macroscopico estrutural, os ossos podem ser de diversas formas
dependendo de sua respectiva fungdo. Os ossos longos, como o fémur e a tibia, séo
encontrados em extremidades do corpo e proporcionam estabilidade a inclinagdo e torgao,
sendo conhecidos como 0ssos corticais. Em outros casos, por exemplo a vértebra ou a cabeca
do fémur, a carga aplicada € principalmente compressiva. Em tais casos, o revestimento 6sseo
pode ser de caracteristica “esponjosa”’, chamado trabecular (FRATZL e WEINKAMER,
2007).

O processo pelo qual o osso se forma € denominado ossificacdo. Esse processo
inicia-se em torno da sexta ou sétima semana de vida embrionaria e continua ao longo da vida
adulta. No entanto, em algumas situacfes faz-se necessario 0 uso de enxertos 0sseos. C
mecanismo exato de incorporacdo do enxerto 6sseo ndo é completamente compreendido,
embora varios mecanismos distintos da formacao 0ssea sejam conhecidos. Provavelmente, o
mais importante é o fornecimento de estruturas que permitam a deposicdo de células dsseas e
integracdo posterior com 0 0sso circundante. Materiais que possuam tal caracteristica séo
classificados como osteocondutivos. Outra propriedade do 0sso enxertado é que a matriz
extracelular contém fatores que podem induzir as células circundantes (que nédo ésseas) a
diferenciarem-se em osteoblastos. Esta capacidade é chamada osteoinducgdo. Finalmente,
embora a grande maioria das células osteogénicas nao sobreviva apds o procedimento de
enxerto, algumas podem contribuir para a formacéo 6ssea quando o enxerto é suficientemente

vascularizado, sendo este processo chamado de osteogénese (GAALEN et al., 2008).

1.2. BIOMATERIAIS

A ciéncia dos biomateriais € considerada como um dos modelos mais caracteristicos
dos campos de investigacdo e desenvolvimento totalmente interdisciplinar, cujo maior
crescimento se deu, predominantemente, durante as ultimas décadas. Nesse sentido, a area d
biomateriais ocupa uma posicédo importante e conectiva entre a medicina, a biologia, a fisica,
a quimica e a engenharia, de tal forma que, desde um ponto de vista académico, se
consideram interconectadas a biotecnologia e a bioengenharia, uma vez que os biomateriais
séo utilizados para reparar, restaurar ou substituir tecidos ou 6rgdos humanos que sofreram
danos irreversiveis (SABINO et al., 2003).



Materiais que sejam utilizados em procedimentos de regeneracdo da estrutura 0ssea
sdo categorizados como biomateriais. Tais materiais, assim classificados, devem apresentar
uma série de propriedades fisicas, quimicas e biolégicas que possibilitem a performance
desejada e, em alguns casos, ainda incitar o desempenho dos tecidos vivos (KAWACHI et al.,
2000), podendo ser classificados como bioinertes ou bioativos de acordo com sua atua¢ao no
organismo vivo. Em geral, a resposta induzida pelos materiais bioinertes € o seu revestimento
por uma camada de tecido fibroso, evitando a interacdo direta com o tecido vivo. Os
bioativos, por sua vez, sdo capazes de interatuar diretamente como tecido vivo, sem
interferéncia do tecido fibroso (DUBOK, 2000).

Visto que o grande objetivo da utilizacdo de biomateriais nos altimos tempos tem
sido melhorar as condi¢cdes de saude humana através da restauracdo das fun¢bes naturais d
tecidos vivos e 60rgaos, torna-se de extrema importancia o conhecimento das propriedades,
funcdes e estruturas tanto do 6rgao/tecido que recebera a restauracao, quanto do material a se
utilizado no procedimento e a interacdo entre ambos. O material a ser utilizado devera ser
qualificado de acordo com a resposta induzida ao meio bioldgico, devendo apresentar
algumas caracteristicas especificas, tais como: ser biocompativel (capaz de interagir
intimamente com o tecido vivo sem a intervencao de tecido fibroso), farmacologicamente
plausivel (n&o téxico, ndo alergénico, ndo mutagénico, etc), quimicamente inerte e estavel e
possuir adequada forca mecéanica (de acordo com as necessidades da reparacdo a se
realizada), além de ser relativamente acessivel, de facil reprodutibilidade e fabricagdo (PARK
e LAKES, 2007).

Os fosfatos de calcio tém recebido uma posicédo de destaque dentre as denominadas
bioceramicas, pois apresentam auséncia de toxicidade e uma possivel capacidade de interagir
com o tecido receptor, caracteristicas estas que podem ser explicadas pela natureza quimica
desses materiais, formados essencialmente por ions calcio e fosforo, conhecidos por
participarem funcionalmente do equilibrio ibnico que acontece entre o material implantado e
o sistema biolégico (KAWACHI et al., 2000).

As bioceramicas atualmente utilizadas na reconstrugéo ou substituicdo de matrizes
O0sseas e/ou dentarias possuem grande aceitacdo, em especial no que se refere ao uso d
fosfatos de calcio, visto que apresentam alta biocompatibilidade, provavelmente devido a sua
similaridade com as matrizes encontradas em tecidos 0sseos e dentarios. Por outro lado, a

maioria dos biomateriais utilizados atualmente nestes processos serve apenas como suporte



para o crescimento 6sseo, que embora seja efetivo, € um processo muito lento (EICHERT et
al., 2007).

1.3. HIDROXIAPATITA (HAp) E OUTROS FOSFATOS DE CALCIO

A HAp, por ser o maior constituinte inorganico dos tecidos mineralizados em
vertebrados, é o fosfato de célcio mais utilizado como biomaterial, seja como recobrimento ou
material denso (EICHERT et al., 2007), sendo uma caracteristica importante sua bioatividade
e sua desenvoltura para formar ligagcbes quimicas com os tecidos duros vizinhos apos sua
insercdo no organismo vivo (JARCHO, 1981). Contudo, além da HAp, outros fosfatos de
calcio também incidem em calcifica¢cdes naturais ou ndo, o tem gerado um grande interesse no
emprego destes outros fosfatos como biomateriais (KAWACHI et al.,, 2000), visto que
apresentam caracteristicas compativeis para serem empregados para reposicao e regeneraca
de tecido 0sseo e dentina. A HAp (Figura 1) pode ser descrita como uma rede tridimensional
de tetraedros de fosfato (POque estédo ligados entre si por colunas de atomos de calcio
(Ca). As colunas que passam pela rede, por sua vez, tém 0s eixos coincidentes com 0s eixos
das hélices formadas pelos atomos de calcig) (Eaidroxilas (OH) (IVANOVA et al.,

2001).

Figura 1. Estrutura cristalina da hidroxiapatita. Projecdo a partir do plano (001) (IVANOVA et al., 2001).



A HAp é amplamente considerada como a fase mineral dos 0ssos nhaturais, no
entanto, a precipitacdo de Ta PQ* ndo pode ser absolutamente relacionada com a
formagdo de HAp, sejan vitro ou in vivo (CRANE et al.,, 2006). ZHANG e seus
colaboradores (2014) demonstraram, inclusive, a ocorréncia de mono-hidrogénio fosfato de
calcio di-hidratado (DCPD) e fosfato ocatcalcico (OCP) como precursores, juntamente com a

HAp, durante o processo de mineralizacdo in vitro de osteoblastos.
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Figura 2. Representacdo, segundo a dire¢céo do eixo b, de uma das camadas distorcidas, compostas por unidades
de CaHPQ caracteristicas da estrutura cristalina apresentada pelo DCPD. Existem quatro cadeias do tipo
"CaPQ CaPQ CaPQ CaPQ", orientadas na direcdo assinalada pela setas, e estdo também representadas (a
tracejado) as ligacdes entre as unidades de CaH®Ocamadas sdo todas paralelas ao plano (100) e estédo
ligadas entre si por moléculas de agua. Para simplificar a interpretacdo deste tipo de estrutura ndo estao

representadas as moléculas de dgua nem os hidrogénios dos grupos fosfato (ELLIOTT, 1994).

A formacédo de DCPD (Figura 2), diferentemente da HAp, é raramente observada sob
condicOes fisiologicas (ZHANG et al., 2014). Estudos realizados por ressonancia magnética
nuclear (RMN) no estado sélido em amostras 6sseas indicaram a presenca de Bn® HPO
qual exibiu deslocamento quimico similar ao do OCP, porém com caracteristicas
anisotropicas semelhantes ao DCPD (WU et al., 1994). Embora o DCPD seja, geralmente,
considerado estavel apenas em condi¢cfes acidas de pH, é possivel detectar-se DCPD em pH
~7,4 (ZHANG et al., 2014). Os estudos levam a crer que uma razdo molar Ca/P elevada € o
fator-chave para a formacdo de DCPD, pois a precipitacdo desse material é
termodinamicamente impossivel em fluido corporeo simulado a menos que as concentracoes
de ions calcio e fosfato sejam aumentadas (ZHANG et al., 2014; LU e LENG, 2005).



O OCP (Figura 3) também tem sido proposto como precursor na formacao da apatita
biologica. O envolvimento do OCP na formacao inicial da estrutura 6ssea foi demonstrado,
inclusive, através de analises espectroscépicas (CRANE et al.,, 2006). Estudos recentes
mostraram que o OCP estd presente como fase efémera durante a formacdo de apatita
biolégica em dentina humana, em esmalte dentario de porcos e em ossos de camundongo
(SUZUKI et al., 2008). A presenca de maior quantidade de HARBcontrada em tecidos
duros jovens é consistente com a fungdo do OCP como suporte para o crescimento de apatita
biolégica (SIEW et al., 1992). Sob condi¢des fisioldgicas, a alta taxa de nucleacdo de OCP,
em relacdo a HAp, pode ser a razdo da ocorréncia de uma fase mineral tipo OCP na
mineralizacdo ¢ssea (LU e LENG, 2005). Além disso, a modificacdo do DCPD pode
contribuir na formagéo de OCP, tendo sido reportado, inclusive a coexisténcia de OCP e
DCPD em formacdes 6sseas (ZHANG et al., 2014).

Célcic
+ Fosfaro
& Oxigénio do PQ
Oxigénio da HO

Figura 3. Projecéo para o plano (001) da estrutura do OCP mostrando a sua relagdo com a estrutura de apatita. O
eixo c esta fora do plano do diagrama para o0 OCP. Os atomos de hidrogénio foram omitidos para maior clareza.
Os atomos de oxigénio das moléculas de agua foram sombreados, de modo que a camada de agua, em paralelc
com 0s eixos b e ¢, passa por 8,5 da célula unitaria de OCP (inferior esquerdo da célula), pode ser facilmente
vista. As camadas de apatita, também em paralelo com os eixos b e ¢, estddemD0. A célula unitaria
correspondente a OHAp hexagonal foi demarcada para a camada de apatitaDemo xanto superior direito
(ELLIOTT, 1994).



Recentemente utilizou-se o DCPD como incremento em cimentos de fosfato de
calcio, visando a sua utilizacdo em enxertos 0sseos, concluindo-se que o aumento da
guantidade de DCPD no cimento eleva o tempo de presa do material, o que favorece a
interacdo do colageno com o crescimento dos cristais no processo de endurecimento, que por
sua vez melhora as propriedades mecanicas do material (PANZAVOLTA et al., 2011).

No que se refere ao OCP, é sabido que este possui certa fragilidade quando utilizado
em formacgdes estruturaisc@ffold3, o que torna dificil manter sua forma original em regides
sob pressdo (KAMAKURA et al., 1996), impossibilitando sua utilizacdo em &reas onde ha
suporte de carga ou grandes defeitos 0sseos, fazendo com que seja necessario incorporar ac
OCP outros compostos que possam conferir maior plasticidade ao material, tais como 0s
polimeros (KAMAKURA et al., 2005). Estudos clinicos demonstraram, também, que
scaffoldsformados por OCP e colageno podem ser substitutos eficazes, quando implantados
em arcadas caninas, uma vez que o OCP é de facil manipulacdo e pode aumentar a
regeneracao ossea (IIBUCHI et al.; 2010).

Estudos realizadads vitro sugerem, ainda, que durante a formagédo 0ssea existe uma
transformacdo do fosfato de célcio amorfo (ACP) a OCP e DCPD, que, como fases
intermediarias, se convertem a um fosfato de célcio com composicdo semelhante a HAp
(KARAMPAS e KONTOYANNIS, 2013; ZHAO et al., 2012; VALLET-REGI e
GONZALEZ-CALBET, 2004), o que leva a crer que a HAp pode n&o ser a Unica alternativa
quando se fala de reparacgdes e substituicdes 6sseas.

A HAp possui razdo molar Ca/P de 1,67, o que faz deste fosfato um dos mais
estaveis e menos soluveis (FULMER et al.,, 1992). Um modo apropriado de classificar os
fosfatos de célcio é fazé-lo de acordo com a razdo molar entre os atomos calcio e fosforo
(Ca/P) presentes na amostra, podendo esta razao variar entre 0,5 e 2,0. Esta razdo permite
caracterizar o quao soluvel um fosfato de calcio pode ser sendo esta uma das propriedades
mais importantes de um material visto que influenciara diretamente em suas caracteristicas,
podendo ser relacionada, por exemplo, com o comportanmevitco do material, pois quanto
maior a razdo molar Ca/P, menor a sua solubilidade (GUASTALDI e APARECIDA, 2010).

O DCPD e o OCP possuem razao molar Ca/P de, respectivamente, 1,0 e 1,33 (GUASTALDI

e APARECIDA, 2010; APARECIDA et al., 2007) e sendo assim possuem maior solubilidade
gue a HAp, o0 que torna estes materiais interessantes para serem utilizados como biomaterial,
uma vez que a HAp pode levar anos e até décadas para ser reabsorvida pelo organismo, 0 que

pode levar a instabilidades mecanicas e até fraturas 0sseas (LINHART et algp2@04



BOHNER et al., 2012). E dificil prever qual fosfato, em sua forma pura, composta por mais
de uma fase ou na forma de compdsitos, podera gerar exatamente as caracteristicas
necessarias para ser empregado como substituinte 6sseo e dentario. Porém, tendo-se a HAf
como composto modelo, por ser aquela que os estudos apontam como sendo a que mais Se
aproxima da composicdo inorganica 6ssea e dentaria, e com 0s avan¢os que vem ocorrendo
nas areas de design de materiais, sintese de materiais com composicéo cordoaitidiale
espera-se que nos proximos anos possam ser desenvolvidos substituintes mais eficientes pare

o tecido duro humano.

1.4. O COLAGENO

Enquanto a estrutura hierarquica da formacdo Ossea é extremamente variavel e
complexa, sua estrutura basica de formacdo, a fibrila colagénica mineralizada, é bastante
conhecida (FRATZL et al., 2004). O colageno constitui cerca de 90% da parte organica do
0sso, sendo a proteina mais comum do corpo humano. Suas moléculas se entrelacam de
maneira a formar fibras flexiveis e levemente elasticas. Essas fibras, por sua vez, sdo
reforcadas por uma densa camada inorganica de HAp. No 0sso, os cristais desse fosfato de
calcio impregnam a matriz colagénica, gerando uma estrutura de propriedades muito
caracteristicas, sendo rigida e flexivel ao mesmo tempo (WHITE e FOLKENS, 2005).

O colageno constitui a classe de proteinas mais amplamente distribuida pelo corpo
humano. O uso de biomaterias com colageno tem crescido muito nas ultimas décadas devido
as multiplas possibilidades de reticulacdo e de diferentes tipos de combinacéo, além de ser
biodegradavel, biocompativel e altamente versatil (PARENTEAU-BAREIL et al., 2010).

O colageno tipo | (Figura 4) é uma proteina estrutural largamente encontrada no
reino animal, que esta diretamente envolvida no processo de biomineralizacdo e que da
origem ao tecido 0sseo e a dentina (DESHPAND e BENIASH, 2008). O termo “colageno” é
genericamente utilizado para designar proteinas que formam uma caracteristica triplice hélice
de cadeias polipeptidicas, de estruturas supramoleculares, sendo que o colageno tipo I,
representando mais de 90% da estrutura organica do osso, € formado por 3 cadeias
polipeptidicas, com massas molares aproximadas, que se organizam na forma de uma hélice
tripla, formando uma molécula na forma de um bastdo com cerca de 300 nm de comprimento

(GELSE et al., 2003). Nos tecidos as hélices se organizam pela sobreposi¢cdo de cinco



moléculas organizadas de forma concéntrica e alternada originando a microfibrila (MARTINS
e GOISSES, 1996).

Ao QJL N
e NH/C NH\CH/H\NH/ Y
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Figura 4. Estrutura quimica do colageno do tipo I. Sequéncia primaria de aminoacidos (cadeia peptidica).

A HAp, assim como outros fosfatos de célcio, € um material rigido e deste modo nao
€ capaz de dissipar muita energia, o que confere ao coldgeno um papel muito importante na
formacdo Ossea, uma vez que a deformacgdo plastica do osso (deformacdo irreversivel) é
essencialmente regulada pela parte mineral, enquanto que a deformacao elastica (deformacéo
reversivel) por uma combinacdo de comportamentos elasticos perfeitamente plasticos do
mineral e do comportamento puramente elastico da matriz de colageno (REILLY e
BURSTEIN, 1974).

Quando se trata de implantes dentérios a utilizacdo de HAp pode causar dispersao
para tecidos moles, o que pode trazer ao paciente, além de outros problemas, muito
desconforto, podendo ser necessario fazer uma nova cirurgia. Tais situacfes fazem com que o
uso de materiais na forma pastosa seja uma boa opcéo, para evitar estes problemas. Tambén
nesse sentido, a combinacdo de HAp e coldgeno tem sido sugerida, pois o coldgeno, além de
ser um bom suporte para crescimento celular, ele pode atuar de forma favoravel na reparacéo
da polpa dentaria, mantendo a normalidade fisiologica dos tecidos restantes (E'GUES et al.,
2008; BET et al., 1997).

1.5. SINTESE E APLICACAO DE BIOMATERIAIS

Inimeras metodologias séo utilizadas para a sintese da HAp, tais como precipitacao
(BEHERI et al., 2013; KWEH et al., 1999), sintese no estado sélido (BOSKEY e POSNER,
1973), sistema hidrotermal (BINGOL e DURUCAN, 2011; CHAUDHRY et al., 2006) e sol
gel (BEHERI et al., 2013; BEZZI et al., 2003), sintese em emulsdo e microemulséo (LIM et
al., 1996) e sob influéncia de micro-ondas (KUMAR et al., 2000). Além destas existem outras

possibilidades tais como a formacgaosdaffoldsde quitina e HAp (CHANG et al., 2013),
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sintese de HAp em nanoescala, utilizando triton X-100 como modificador organico
(IYYAPPAN e WILSON, 2013) escaffoldscompostos de alginato, quitosana, colageno e
HAp para aplicacdo em engenharia de tecidos 6sseos (YU et al.,, 2013). Entretanto, estes
métodos sdo, normalmente, lentos e complexos quando se deseja obter HAp de morfologia
controlada e alto grau de cristalinidade (WANG e FU, 2011).

Os compaositos artificiais recentes, indicados para substituicdo 6ssea ou dentaria,
buscam uma combinag&do entre uma matriz polimérica flexivel reforcada por particulas mais
resistentes, almejando uma maior similaridade possivel com matrizes &sseas/dentarias
naturais (FANTNER et al.,, 2006), sendo que o compdsito hidroxiapatita-colageno tem
apresentado bons resultados para aplicacbes médicas e endodonticas (PARENTEAU-
BAREIL et al.,, 2010; E'GUES et al., 2008; WAHL e CZERNUSZKA, 2006; LIN et al.,
2004; SENA, 2004; YAMAUCHI et al., 2004; LICKORISH et al., 2003), pois o0 préprio 0sso
humano € um tipico nanocompdsito de substancias organicas e inorganicas, formado,
principalmente, por HAp e colageno (KIKUCHI et al., 2001).

Um estudo recente comparou a restituicdo 0ssea, por via cirdrgica, utilizando um
substituto natural (osso bovino desproteinizado) e um fosfato sintético e ambos os substitutos
promoveram a regeneracao O0ssea e a restituicido dos defeitos. No entanto, verificou-se
também que o substituto natural € osteocondutor e diminui a reabsorgcédo 0ssea enquanto que o
sintético induziu uma osteogénese precoce e atividade osteoclastica, resultando em uma maior
formacao 6ssea em comparacdo com o substituto natural (ELGALI et al., 2014).

A pulverizagdo por plasma tem sido o processo mais comum para a aplicacao de
revestimentos de HAp. Embora a eletrodeposicdo (ED) apresente muitas vantagens
potenciais, pouco tem sido estudado sobre ED de HAp em condi¢des quase-fisiologicas. A
observacdo ao microscépio revela que um revestimento formado por um compdésito HAp-
OCP aplicado por ED em condicbes quase-fisiolégicas é semelhante ao formado por
deposicdo quimica, e melhor se assemelha a hidroxiapatita biolégica em termos de estrutura e
composicao da fase do que os revestimentos atualmente utilizados em ortopedia (METOKI et
al., 2014).

E sabido que o OCP apresenta um efeito estimulador sobre a atividade dos
osteoblastos durante a conversdao do OCP em HAp em ambientes fisiolégicos. No entanto, a
propriedade de osteoconducao dos cristais de OCP varia muito, dependendo da preparacéo
deste, pois é dependente da estequiometria e das caracteristicas morfolégicas do cristal

(SUZUKI, 2013). Recentemente avaliou-se o desempenho do OCP sintético na formulagéao de
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um compésito com acido hialurénico, matriz extracelular presente na maioria dos tecidos
conectivos do corpo humano. O compadsito foi qualificado como possuindo alta injetabilidade

e superior osteocondutividade, particularmente nas fases iniciais de implantagcdo, quando
comparado com o OCP puro. Devido a sua natureza injetavel os compdésitos testados neste
estudo podem ser usados numa ampla variedade de defeitos 6sseos, incluindo defeitos
grandes ou com formas complexas como frequentemente ocorre em cirurgias ortopédicas e
orais (SUZUKI et al., 2014).

A fim de evitar o envelhecimento e melhorar a bioatividade da zircbnia em implantes
ceramicos dentarios, compdsitos de zircOnia revestida com Si dopado com OCP foram
preparados. Os estudos sobre os efeitos preventivos sobre o envelhecimento do material e a
morfologia de superficie mostraram que o revestimento inibiu o contato direto do vapor de
agua com a superficie da amostra e, portanto, impedindo a degradacdo dos substratos de
zirconia. Verificou-se também que a composicao principal do revestimento era de OCP, com
superficie uniforme e continua, sem fissuras visiveis (BAO et al., 2014).

Outras possibilidades de aplicacdo para os fosfatos de célcio também tem sido
avaliadas nos ultimos tempos. A recuperacdo de fosforo de esgotos como fosfato de calcio,
por exemplo, pode diminuir a necessidade de extracdo de recursos de rocha fosfatica. Existem
relatos, também, de que é possivel realizar a recuperacdo do fosforo por precipitacdo de
granulos de fosfato de calcio no tratamento anaerdbio de aguas residuais. Trés fases de fosfato
de calcio foram identificadas nos granulos: HAp, fosfato de calcio hidratado e hidroxiapatita
carbonatada (TERVAHAUTA et al., 2014). A utilizacdo de fosfatos de calcio para
descontaminacdo de aguas proporcionou uma reducdo na concentracdo de metais pesados
(MINH et al., 2014; TERVAHAUTA et al.,, 2014; LEYVA et al., 2001; FREITAS et al.,
2000). O DCPD foi utilizado também, apds tratamento hidrotermal, como recobrimento de
ligas de magnésio, aumentando a resisténcia da liga em especial em casos de corrosao por pite
(CHANG et al., 2014).

Diante de todos estes fatos este trabalho visa comparar diferentes fosfatos de calcio
(OCP e DCPD) com a HAp, estabelecida no mercado de biomateriais por ser o fosfato de
célcio que mais se assemelha com a fase mineral do tecido 6sseo humano. E sabido, porém,
gue uma vez implantada, a HAp pode levar muito tempo para ser reabsorvida pelo organismo
humano, podendo haver sobreposicao de células 6sseas novas (neoformacdo dssea) e a HAf
utilizada na reposicdo 6ssea. Visto que a HAp é um dos fosfatos de célcio de menor

solubilidade, pois possui razdo molar Ca/P muito elevada (1,67), é valido testar a utilizacédo de
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outros fosfatos que sejam mais sollveis, ou seja, que possuam menor razdo molar Ca/P como
o OCP (1,33) e o DCPD (1,0) para verificar quais vantagens estes materiais podem gerar no
campo dos biomaterias para substituicdo Ossea e dentéria. Destaca-se ainda o uso do
coladgeno, conhecido por orientar a neoformacgéo 6ssea apos o implante do biomaterial. Dessa
forma, a utilizacdo de um compdsito de fosfato e colageno pode melhorar ainda mais o
desempenho do material. O presente trabalho visa testar o colageno hidrolisado, comprado em
casas de suplementos, para verificar se ele confere ao compaésito algum tipo de toxicidade e,
mais ainda, se ele € capaz de desempenhar as fun¢des que sdo conhecidas para o colagen
natural.

Apesar de existirem muitos estudos sobre biomateriais que podem ser utilizados em
reparagdes 0sseas, esses estudos geralmente trabalham com os materiais de forma isolada
encontram-se ainda em fase inicial. Muito ainda precisa ser avaliado para cada um dos
materiais que séo sugeridos hoje para uso nesses tipos de aplicacdes. Vale ressaltar ainda qu
0s estudos realizados anteriormente, geralmente, ndo abordam analises comparativas entre
esses materiais. Outro ponto muito importante a ser considerado sobre o comportamento
desses materiais quando implantados no organismo humano e a avaliacdo da solubilidade
desses materiais no meio fisiolégico posto que o material utilizado na restauracdo 6ssea ou
dentaria devera participar do processo habitual de renovacgéao celular, em que o material 6sseo
(natural e implantado) vai sendo solubilizado por agdo dos osteoclastos e consequentemente
substituido pelo processo de neoformacéo 6ssea. Dessa forma, se faz necessario conhecer
comportamento do material a ser inserido no meio fisioldégico para que o0 processo de

solubilizacdo do mesmo seja compativel com o processo de neoformacao 0ssea.

1.6. OBJETIVO GERAL

Investigar o composito fosfato de calcio-Colageno para utilizacdo como biomaterial

em reconstrucdes e/ou implantes médicos e odontoldgicos.
1.6.1. Objetivos Especificos
- Propor diferentes rotas de sintese para a hidroxiapatita (HAp), para o0 mono-hidrogénio

fosfato de célcio di-hidratado (DCPD) e para o fosfato octacalcico (OCP);

- Caracterizar os fosfatos de calcio sintetizados a partir de suas propriedades fisico-quimicas;
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- Sintetizar o compaosito fosfato de calcio-Colageno a partir dos fosfatos produzidos (HAp,
DCPD e OCP);

- Investigar os compdsitos formados de acordo com suas propriedades fisico-quimicas e
bioquimicas para aplicagdo como biomaterial;

- Avaliar a citotoxicidade dos fosfatos estudados e seus respectivos compositos;

- Estudar a cinética de reabsorcdo dos compaésitos formados;

- Comparar as caracterizagbes e o comportamento do DCPD e do OCP, e seus respectivos
compositos com coldgeno, em relacdo a HAp e seu composito com colageno, bem
estabelecida no campo de reposicdes e substituicdes 6sseas e dentarias, a fim de poder indica

los ou ndo como substituintes 6sseos.
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2.PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

2.1. SINTESE DOS FOSFATOS DE CALCIO

2.1.1. Sintese da hidroxiapatita

A sintese por precipitacdo foi realizada com adicdo controlada e simultdnea das
solucdes de acetato de célcio (Ca§CBO),) e hidrogenofosfato de amdnio ((WeHPOy)
sobre uma solucéo de acetato de amoénio,MHJCOO0O), sob agitacdo constante, de forma a
se obter uma razao molar Ca/P de 1,67. O pH foi conservado em 8,5 pela adi¢do controlada de
hidroxido de aménio concentrado (MPH). O precipitado obtido foi filtrado e lavado com
agua destilada. Posteriormente, o material foi seco a 80°C (VALENTE, 1999). A sintese da

HAp se da conforme a equacéo:

10Ca(CHCOO), + 6(NH,),HPO, + BNH,OH - Ca;o(PO,)e(OH), + 20NH,CHCOO + 6HO (1)
HAp

sendo que a HAp formada precipita, podendo entéo ser separada do restante da solucéo.

2.1.2. Sintese do fosfato octacalcico e do mono-hidrogénio fosfato de célcio di-hidratado

Foram misturadas as solucbes de carbonato de calcio ¢C&Carido fosforico
(HsPQOy), obtendo-se uma razéo molar Ca/P de 1,33 (ISHIHARA ET AL., 2009), sendo o pH
do meio reacional aproximadamente 4. O precipitado foi filtrado e seco. Neste procedimento,
como sera discutido posteriormente, ha formacao de DCPD e OCP.

Tanto a sintese do fosfato octacalcico (OCP), quanto a sintese do mono-hidrogénio
fosfato de calcio di-hidratado em agua (DCPD) sdo obtidos a partir da reacdo entre o
carbonato de célcio (CaGocom o &cido fosférico (¥P0Qy), sendo que a diferenca entre as
duas sinteses € a temperatura, tendo em vista que quando h& maior adicdo de calor se da :

sintese do OCP e em temperatura ambiente tem-se a sintese do DCPD:

8CaC® + 6HPO, + 5HO o CaHPOw)e5H0 + 8HCO; )
e OoCP
CaCQ + HPO, + 2HO - CaHPO.2H,0 + HCOs. 3)

DCPD
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Desta forma tem-se que a quantidade de calor foi fator determinante para a sintese
dos fosfatos de calcio, sendo que o OCP possui uma razdo molar Ca/P de 1,33 e esta foi a
propor¢cdo dos reagentes utilizadas em ambas as sinteses, mas a auséncia de temperatur
induziu a formacdo do DCPD, com razdo molar Ca/P de 1,0. Em ambos os casos houve a
formacao de um precipitado branco, que foi separado da solucéo e seco para a realizagao das
caracterizacOes fisico-quimicas.

Cabe ressaltar que uma mesma sintese levou a formacéo de dois diferentes tipos de
fosfatos de calcio, com diferentes raz6es molares Ca/P. Sabe-se, porém, que o DCPD pode ser

convertido em OCP de acordo com as reacdes (TAS, 2011):

6CaHP@2H,0 + 2C&" - CagH2(POs)e.5H0() + 7THO + 4H" (4)
DCPD OCP
ou
5CaHPQ.2H,0 + 3C&" + HPQ? - CagHo(PO4)s.5H20() + 5HO + 4H". (5)
DCPD OCP

Em ambos os casos 0s ions calcio presentes no meio reagem com o DCPD, levando a
formacg&o do OCP. Pode-se considerar entdo que a reacdo entre acido fosforico e carbonato de
calcio leva a formacdo de DCPD. Por outro lado, quando h& aquecimento do meio reacional,
h&a maior solubilizacdo do carbonato de calcio, o que disponibiliza mais ions calcio na

solucéo, possibilitando a formacéo do OCP a partir do DCPD.

2.2. PROCESSOS DE SINTESE

Diferentes tipos de sinteses séo citados na literatura no que se refere a sintese de
fosfatos de calcio, desde as mais simples até as mais complexas. O sistema hidrotermal visa
simular as condi¢des naturais de formagcao de minerais utilizando-se de temperatura e presséao
em presenca de agua, permitindo a preparacado de HAp cristalina, de composi¢cdo homogénea
e uniforme gracas ao efeito da temperatura, da pressao e da solucdo aquosa (BYRAPPA e
YOSHIMURA, 2001). O método hidrotermal permite a formacdo de materiais com alto grau

de cristalinidade e de facil dispersdo em meio aquoso (LEE et al., 2001). Por outro lado, a
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principal desvantagem desta técnica € a sua baixa cinética de reacédo, independente da
temperatura de processamento a ser utilizada (SREEJA e JOY, 2007).

Tal método, quando assistido por micro-ondas, acrescenta as caracteristicas do
método hidrotermal o rapido aguecimento e excelente reprodutibilidade, o aumento na
cinética de reacdo, devido a maior interacdo entre os reagentes, além do aquecimento
homogéneo da superficie e do nucleo dos materiais (HAN et al.,, 2006). No sistema
hidrotermal assistido por micro-ondas a frequéncia da radiacao eletromagnética interage com
os dipolos permanentes da fase liquida resultando em um rapido aquecimento das particulas
(aquecimento dielétrico), favorecendo o aumento da velocidade da reacdo (WILSON et al.,
2006). Durante o aquecimento dielétrico, a radiacdo transpde o material de forma que a
transferéncia de calor acontece do interior do material até a superficie. Este tipo de
transferéncia causa o aquecimento do material e um rapido aumento da temperatura (SIMOES
et al., 2012).

Desta forma escolheu-se para o desenvolvimento deste trabalho realizar sinteses em
temperatura ambiente, com aquecimento simples (em chapa aquecedora), em sistema
hidrotermal (H), visando simular condi¢bes naturais de formagdo dos minerais e sistema
hidrotermal assistido por micro-ondas (HM), que acumula as vantagens do sistema

hidrotermal a possibilidade de acelerar a velocidade de formacg&o do material.

2.2.1. Sintese em temperatura ambiente

Cada um dos procedimentos acima citados foi realizado em temperatura ambiente
(entre 20 e 25°C) sob agitacdo constante. O procedimento foi realizado em frasco de
laboratério “Schott” de borossilicato, com tampa de rosca de politereftalato de etileno, com

resisténcia até 180°C.

2.2.2. Sintese em chapa aquecedora

Os respectivos processos de sintese foram realizados com auxilio de uma chapa
aquecedora (Fisatom, modelo 752A), mantendo-se a temperatura constante em 80 e 120°C
por 32 min, sob agitagdo. O procedimento foi realizado em frasco de laboratério “Schott” de
borossilicato, com tampa de rosca de politereftalato de etileno, com resisténcia até 180°C.
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2.2.3. Sintese pelo método hidrotermal (H)

Para os processos de sintese pelo método hidrotermal os reagentes foram adicionados
em frascos de vidro de 100 mL que por sua vez foram mantidos em estufa (Odontobras,
modelo EL-1.6) a 120°C durante 32 min. O procedimento foi realizado em frasco de
laboratorio “Schott” de borossilicato, com tampa de rosca de politereftalato de etileno, com

resisténcia até 180°C.

2.2.4. Sintese pelo método hidrotermal micro-ondas (HM)

As misturas propostas para cada uma das sinteses foram adicionadas em um copo de
teflon e entdo seladas em um reator de aco inox que foi submetido ao processo hidrotermal
micro-ondas (Liec, modelo HMO-100) por 32 min a 80 e 120°C.

Os diferentes procedimentos de preparacao dos fosfatos foram realizados em solucao
aquosa, conforme Esquema 1. Apds os procedimentos de sintese os fosfatos foram secos a
80°C por cerca de 1 h com auxilio de uma chapa aquecedora (Fisatom, modelo 752A) e em

seguida desagregados em graal de porcelana.

Sintese a temperatura
ambient

Sintese a 120°C por

32 mir N
Mistura de d ecagem e
esagregacao do
Reagentes teria
Sintese a 80°C e 120°Q ma
por 32 min em sistema
hidrotermal

Sintese a 80°C e 120°C por 32 min gm
sistema hidrotermal assistido por
micro-ondas

Esquema 1.Diagrama esquematico para a preparacdo dos fosfatos de célcio.
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2.3. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS FOSFATOS PUROS

2.3.1. Difracdo de Raios X (DRX)

As analises por difracdo de raios X foram realizadas em difratbmetro Panalytical
X Pert Pro MPD, com radiacdo Cuk,=1,54060 A) com passo de 0,04 e tempo de 1 s, com
variacao de 2(a faixa entre 5 e 60°.

2.3.2. Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)

As analises por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) foram realizadas em espectrofotometro Shimadzu modelo FTIR 8300, na regido de

nimero de onda entre 400 e 4000 Gasando a técnica com pastilhas de KBr.

2.3.3. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A morfologia das particulas das amostras obtidas foi analisada por microscopia
eletrdbnica de varredura (MEV), sendo que a obtencdo das imagens foi realizada em

microscoépio eletrénico de varredura Philips modelo Quanta 200 FEI, com feixe de 30 keV.

2.4. TESTE DE ADSORCAO DE PIRIDINA

Buscando caracterizar os sitios acidos das amostras sintetizadas e até mesmo
diferencia-las entre si, quando possivel, foi feito o teste de adsorcéo de piridina. O método de
adsorcéao de piridina € muito usado na caracterizacdo da acidez de solidos com a vantagem de
permitir a identificacéo do tipo de centros acidos presentes no material (PIRES Et al., 1998).

Para tanto os fosfatos (35 mg de cada amostra) foram colocadas em um recipiente
(2760 cnf) contendo um béquer com 5 mL de piridina e entdo o recipiente foi lacrado e
mantido em repouso por 60 h. Apés este periodo as amostras foram retiradas do recipiente e
mantidas em ambiente aberto. Entdo estas amostras foram analisadas por espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier por reflectancia total atenuada (ATR) em
equipamento FTIR-ATR RFS100 da Bruker. As amostras caracterizadas por DRX como

sendo formadas por misturas de fases nao foram avaliadas.
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2.5. SINTESE DOS COMPOSITOS FOSFATO DE CALCIO-ColAGENO

Para a preparacdo dos compadsitos utilizou-se apenas uma amostra de cada tipo de
fosfato (HAp, DCPD e OCP), tendo sido elegida, para cada fosfato, apenas uma rota de
sintese, como sendo a que apresenta melhores resultados, tanto no que se refere as
caracteristicas fisicas e quimicas dos fosfatos produzidos quanto ao método utilizado no que
se refere & aplicabilidade do método, facilidade de manuseio e custo. Desta forma, para a
sintese dos compdésitos foram escolhidas as seguintes metodologias: sintese a 80°C em chaps
aquecedora para a HAp e para o OCP e em temperatura ambiente para o DCPD.

Os compdsitos, para todos os fosfatos, foram preparados respeitando-se a proporcao
fosfato:colageno de 2:1 (m/m), visto que a composi¢do natural de ossos humanos esté entre
65 e 70% mineral e entre 25 e 30% organico (SOMMERFELDT e RUBIN, 2011). Adicionou-
se também a sintese dos compdsitos o glutaraldeido (GA) por ser o reagente mais
extensivamente utilizado para formar ligacées cruzadas (reticulacdes) via base de Schiff entre
0S grupose-amino das cadeias laterais dos residuos dos andoséisina e hidroxilisina
presentes na estrutura primaria das fibras de colageno (SHEU et al. 2001; DAMINK et al.,
1995). Para a sintese dos compaésitos foi utilizado o colageno hidrolisado encontrado em casas
de produtos naturais.

O colageno hidrolisado é obtido por hidrélise quimica e enzimética sob condi¢des
controladas do colageno tipo I. As cadeias de proteinas do colageno sao clivadas por
processos térmicos, quimicos ou bioquimicos, ou ainda, uma combinacao destes. As fracoes
de baixo peso molecular, assim obtidas, possuem propriedades especificas, como o fato de
serem sollveis em agua fria e de ndo formam géis mesmo em solugdes altamente
concentradas. A principal caracteristica do colageno hidrolisado é o seu peso molecular (que é
dependente das matérias-primas utilizadas e do processo de fabricacédo) que varia entre 2000 e
20000 g.mot (SCHRIEBER e GAREIS, 2007). O colageno hidrolisado vendido
comercialmente geralmente possui granulometria fina (aproximadameniem@s € seco
por processo de spray dried.

A preparacdo dos compaositos foi feita a partir da adicdo do fosfato de calcio em um
hidrossol de colageno (colageno hidrolisado puro — Sanibras), onde a quantidade de agua
necessaria foi diferente para cada tipo de fosfato, uma vez que os materiais sao diferentes, e

visou-se obter em todos 0s casos uma consisténcia viscosa semelhante. Em seguida
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adicionou-se uma solucdo de GA 1% (v/v). As proporcdes utilizadas em cada caso séo

apresentadas na Tabela 1.

Tabela 1.Proporgdes utilizadas na sintese dos compésitos.

Fosfato Colageno  Glutaraldeido Agua
HAp 2 1 1 1
DCPD 2 1 1 3
OCP 2 1 1 4

Apos homogeneizacdo mecanica os compaositos foram acondicionados em freezer por
48h e em seguida liofilizados (Liofilizador Edwards, modelo Modulyo) em pressédo de
10* atm e temperatura de -40°C por 48 h. Em seguida, os compésitos foram desagregados e

armazenados.
2.6. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS COMPOSITOS
2.6.1. Difracdo de Raios X (DRX)

As analises por difracdo de raios X foram realizadas em difratbmetro Panalytical
X Pert Pro MPD, com radiacio CukA=1,54060 A) com passo de 0,04 e tempo de 1 s, com
variacao de 2(a faixa entre 5 e 60°.
2.6.2. Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)

As analises por espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR) foram realizadas em espectrofotometro Shimadzu modelo FTIR 8300, na regido de
nimero de onda entre 400 e 4000 Gasando a técnica com pastilhas de KBr.
2.6.3. Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A morfologia das particulas das amostras obtidas foi analisada por microscopia

eletronica de varredura (MEV), sendo que a obtencdo das imagens foi realizada em
microscoépio eletrénico de varredura Philips modelo Quanta 200 FEI, com feixe de 30 keV.
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2.7. DETERMINACAO DA RAZAO MOLAR CALCIO/FOSFORO (Ca/P)

As propriedades dos fosfatos de calcio estdo diretamente relacionadas a razdo molar
Ca/P gue apresentam, sendo que, quanto maior esta razdo, menor a solubilidade do fosfato.
Para tanto é preciso calcular as quantidades molares de calcio e fosforo, para que se possa

determinar tal razéo e determinar as possiveis propriedades do fosfato estudado.
2.7.1. Determinagéo de fosforo

Para a determinacdo do fosforo presente nas amostras utilizou-se o méetodo do azul
de molibdénio, segundo Murphy e Riley (1962). A determinacdo de fésforo foi feita por
espectrofotometria, em espectrofotometro Femto (modelo 800XI) e para tanto se iniciou o
procedimento preparando-se o reagente misto, que deve ser preparado no dia da analise pare
obtencéo de melhores resultados.

O reagente misto foi preparado seguindo-se a proporgéo: 50% solu¢cg®@e H
(Isofar) 2,5 mol, 15% de solucdo de molibdato de amonio (¥M0;024.4H,0, Synth)

0,03 mol.I' (que deve ser estocada em frasco de vidro ambar), 30% de solucdo de Aacido
ascorbico (@HgOs, Fmaia) 0,1 moll (preparada no dia da anélise) e 5% de solucdo de
tartarato de antimonio e potassiaghK.0,,Sh.3H,0, Vetec) com concentragdo de 1 mg de
Sb/ml.

ApOs a preparacao do reagente misto obteve-se uma curva de calibracdo entre 100 e
400 ug de fosforo/l a partir de uma solucéo estoque dePiKHl (Fmaia), contendo 40 mg de
fosforo/l. Prepararam-se, em seguida, as amostras da curva de calibracdo para a leitura da
absorcao fazendo-se adicdo de 1 ml do reagente misto em 10 ml da amostra a ser lida e ap0s
agitacao esperou-se por 10 min para a manifestacdo da cor (azul). As absorvancias foram
determinadas a 882 nm.

Cada um dos materiais a ser analisado quanto a sua respectiva quantidade de fésforo
presente foi dissolvido (0,0150 g de HAp; 0,0156 g de DCPD e 0,0148 g de OCP) em 10 ml
de solucdo de 0, 2,5 mol.I* (solucdo estoque) e, entdo, cada uma destas solucdes foi
diluida 10000 vezes em agua destilada. A analise por espectrofotometria destas amostras foi
feita seguindo o0 mesmo procedimento utilizado na curva de calibracdo. As andlises foram

feitas em triplicatas.
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2.7.2. Determinacao de calcio

Esta determinacdo consiste na extragdo do célcio contido na amostra, por digestdo
acida, e medicdo de sua concentracdo através da técnica de absor¢cdo atdbmica, sendo este
meétodo mais indicado para materiais com baixos teores de calcio.

A determinacdo de célcio foi feita por espectrometria de absorcdo em chama, em
espectrometro Shimadzu, e para tanto se iniciou o procedimento preparando-se uma curva de
calibracdo entre 0,05 e 2,0 mbde célcio a partir de uma solucdo padrdo de 1000'rdg.|
calcio (Merck), sendo que em todas as amostras da curva adicionou-se 10% de solucdo de
La,O3; (Merck) 0,1% m/v (agente sequestrante) que deve ser adicionado porque o fosfato de
calcio forma um composto estavel ao ser aquecido, o que dificulta sua determinacdo, e assim
sendo o lantanio, estando presente, forma um composto termicamente estavel com o fosfato,
disponibilizando o calcio em seu estado atdmico, consentindo assim que ele seja detectado
com adequada sensibilidade (SKOOG et al., 2002; WILLIS, 1960). Todas as solucbes a serem
usadas devem ter sido recém-preparadas.

Para a analise dos materiais quanto a sua relativa quantidade de célcio, foram
pesados para a HAp, o DCPD e o OCP, respectivamente, 0,0200 g, 0,0250g e 0,0340g que
foram colocados, separadamente, em baldo de 10 mL e entdo adicionousseoHdEDtrado
(Synth) até completa dissolucdo do material e completou-se o volume com &gua ultrapura
(solucdo estoque). As amostras foram, entdo, diluidas 1000 vezes com adicdo da solucdo

0,1% de LaOs3;, como na curva de calibracéo.
2.8. ESTUDO DA ESTABILIDADE TERMICA

Segundo a Confederacéo Internacional de Analise Térmica e Calorimetria (ICTAC),
a analise térmica compreende um grupo de técnicas em que uma propriedade fisica de uma
substancia € medida em funcdo da temperatura. Por esta definicdo, para que uma técnica
térmica seja considerada como termoanalitica devem ser atendidos trés critérios: 1) uma
propriedade fisica deve ser medida, 2) a medida deve ser expressa em funcdo da temperatura e

3) a medida deve ser feita em um sistema de temperatura controlada (IONASHIRO, 2004).
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2.8.1. Andlise termogravimétrica (TGA)

A analise termogravimétrica (TG, TGA50 Shimadzu) avalia a reducdo de massa de
uma amostra em fungéo da temperatura em atmosfera controlada. O inicio e o fim do processo
de perda de massa sdo obtidos através da derivada da curva termogravimétrica (DTG)
(IONASHIRO e GIOLITO, 1980). As analises de TG foram realizadas com de aquecimento
de 30°C/min em uma faixa de temperatura entre 20 e 800°C em atmosfera controla de

nitrogénio.
2.8.2. Calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

Calorimetria exploratéria diferencial (DSC) é uma técnica na qual € medida a
diferenca de energia fornecida a substancia em relagcédo a um material de referéncia, em funcéo
da temperatura (IONASHIRO e GIOLITO, 1980). As curvas de DSC foram obtidas (DSC60
Shimadzu) com razdo de aquecimento de 10°C/min, na faixa entre 30 e 500°C. Foi utilizado
vazéo de gas de 30 mL/min em atmosfera de nitrogénio. Foram utilizados para as andlises

suportes herméticos de aluminio.
2.9. TESTE DE VIABILIDADE CELULAR — ENSAIO DO MTT

O teste de viabilidade celular € baseado na medida da viabilidade das células via
atividade metabdlica (SCUDIERO et al.,, 1988). O MTT [3-(4,5 dimetiltiazol-2-ilo)-2-5-
difenil-2H-tetrazolato de bromo], uma substancia amarela e soliuvel em agua, é
metabolicamente reduzido por meio da enzima mitocondrial desidrogenase succinica nas
células viaveis a um composto violeta insoluvel em agua, o formazam, que se acumula no
citoplasma celular. O namero de células viaveis € proporcional a intensidade da cor violeta,
determinada a partir de medidas fotométricas apos dissolucdo do formazam em dimetil
sulféxido (DMSO).

Células L929 (1Hcélulas/10Qul DMEM (meio minimo essencial Eagle) tamponado
com bicarbonato de sédio e suplementado com soro fetal bovino (10%)) foram semeadas em
placas de 96 pocos e incubadas por aproximadamente 24 h (37 °C / 5 @afaJormacao
de uma monocamada semi-confluente. As células L929 pertencem a uma linhagem de
fibroblastos muito utilizada para testes de citotoxidade (SERRANO et al., 2004). A linhagem
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L é derivada do tecido areolar subcutaneo e adiposo de um camundongo macho C3H/An de
100 dias (dados do produto). Os fibroblastos sao, predominantemente, encontrados em tecidos
conectivos perdidos ou danificados, sendo muito importantes nos mecanismos de reparagéo e
no remodelamento tecidual (PAN et al., 2006) o que justifica sua grande utilizacdo como
composto modelo em testes de citotoxicidade.

Para cada tipo de fosfato estudado e seus respectivos compositos (HAp, HAp-Col,
DCPD, DCPD-Col, OCP e OCP-Col) foram testadas diferentes concentraciesd{100,

10 e 1ug/ml). Além dos grupos experimentais foi preparamtalié¢m um controle negativo
sem adicao de interferentes (CN). Apds os tratamentos, as células foram mantidas incubadas
por 24 h (37°C / 5% C¥).

Apos esse periodo, o meio foi removido e adicionou-seulL86 DMEM e 20ul de
solucdo de MTT (5 mg/ml em DMEM) em cada poco teste. As placas foram incubadas
novamente por 4 h (37°C / 5% @Qle forma a permitir o metabolismo do MTT. Passado
esse periodo o meio foi sugado e a placa foi invertida para secagem do remanescente de MTT.
Os cristais de formazan foram entdo ressuspendidos epd 28(DMSO com auxilio de um
agitador (Lab Rotator Thermo Scientific) a 150 rpm por 5 min.

A absorcao de cada um dos pocos foi entdo determinada em espectrofotdmetro (TP-
READER Thermoplate) com comprimento de onda de 540 nm, onde foram considerados os
valores de absorbancia como indicadores de viabilidade celular. Os dados foram entédo
submetidos ao teste ANOVA (andlise de variancia) e teste de Tukep)(pO numero de

repeticbes de cada grupo foi de 8, sendo que o experimento foi repetido trés vezes.

2.10. AVALIACAO DA CINETICA DE SOLUBILIZACAO EM FLUIDO
FISIOLOGICO SIMULADO

Uma caracteristica muito importante para biomateriais € a solubilidade desse tipo de
composto em ambiente de fluido fisiolégico normal (pH 7,4) e, ainda, se ele é reabsorvido sob
condi¢cdes acidas, produzida pelos osteoclastos. Para algumas aplicacdes dos biomateriais
utilizados em reposicbes 0sseas, como a cranioplastia, uma reabsorcao relativamente lenta é
aceitavel. Porém, em outras aplicacbes, como em reparos periodontais, a possibilidade do
material implantado ser rapidamente reabsorvido é fundamental (CHOW et al., 2003).

O menor valor de pH reportado para fluidos extracelulares de osteoclastos € em torno

de 3, enquanto que o pH do fluido fisiolégico em contato direto com o biomaterial que esta
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sendo reabsorvido é maior, em torno de 5 (SILVER et al., 1988). Desta forma, a utilizacéo de
fluidos fisiologicos simulados (FFS) com pH na faixa entre 3 e 5 pode ser muito relevante
para se avaliar o processo de reabsomgaavo. A composicdo da FFS é apresentada na
Tabela 2 (CHOW et al., 2003). No presente estudo, o FFS foi preparado em condi¢fes acidas
porque as amostras testadas sao relativamente insoliveis em meio alcalino ou neutro e
soluveis em solucdes acidas. Vale destacar o pH final 3 torna o processo de dissolugdo mais

ativo.

Tabela 2.Composicdo do fluido corporal simulado (FFS).

[ 1/mmol.l*
Ca(OH) 1,15
HiPO, 1,2
KCI 134,2
HCI 2,55
pH 3

Foram preparadas pastilhas das amostras (13 mm de diametro x 1 mm de altura) em
prensa (Shimadzu SSP 10A) sob pressédo de 80 kgf por 10 minutos. Essas pastilhas foram
entdo imersas em 40 ml de FFS e mantidas a 37°C em banho-maria (Novatecnica, NT 268)
por 60 min. Ap6s 60 min a pastilha era retirada do FFS e imersa em uma nova solucao de FFS
(40 ml) a 37°C e mantida imersa por mais 60 min. O procedimento foi realizado em triplicata
e repetido até obter-se 5h de experimento. Destaca-se que a pastilha era imersa em uma nove
porcdo de FFS para que se pudesse garantir que ndo haveria saturacdo da solu¢cdo com ion
calcio ou fosforo. Os recipientes com FFS que haviam permanecido por 60 min com a
amostra submersa foram mantidos em geladeira até 0 momento da analise de quantificacdo de
calcio por absorcdo atdmica, sendo retirados da geladeira em tempo suficiente para atingirem
a temperatura ambiente no momento da anélise.

A determinacdo de célcio foi feita por espectrometria de absorcdo atdémica em
chama, em espectrometro Thermo (S Series). O procedimento foi realizado utilizando-se a
combinacdo oxidante/combustivel ar-acetileno. As amostras e a curva de calibragdo foram
preparadas utilizando-se uma solucdo 0,1% de solucéo A& derck) como diluente.

Todas as solugBes usadas foram preparadas no momento da analise e as leituras foram

realizadas em triplicata.
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3. DISCUSSAO E RESULTADOS

3.1. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS FOSFATOS PUROS

3.1.1. Difracédo de Raios X (DRX)

A difracdo de raios X (DRX) representa o fen6meno de interacdo entre o feixe de
raios X incidente e os elétrons dos atomos componentes de um material, consistindo na
incidéncia da radiacdo em uma amostra e na deteccéo dos fotons difratados. Os difratogramas
obtidos a partir da analise por DRX dos materiais sintetizados nas diferentes rotas sintéticas
estdo dispostos na Figura 5. A partir desta analise foi possivel confirmar a fase cristalina, o
grau de cristalinidade e o tamanho médio dos cristalitos presentes em cada uma das amostras.

sintetizadas pelos diferentes métodos.
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Figura 5. Difratogramas de raio X para a HAp sintetizada em temperatura ambiente (—) , a 80°C em chapa
agquecedora—) e sistema hidrotermal assistido por micro-onda} ¢ a 120°C em chapa aquecederd,(em

sistema hidrotermal{-) e em sistema hidrotermal assistido por micro-oridas

Os picos de difracdo apresentados pelas amostras obtidas nas diferentes rotas
sintéticas foram indexados com sendo a fase hexagonal da HAp (grupo espauialGED
- Inorganic Crystal Structure Database - 016742). A analise dos difratogramas caracterizou

ainda os diferentes materiais como sendo puros, exceto quando a sintese foi realizada em
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temperatura ambiente, que apresentou um perfil de difracdo com grande quantidades de
sobreposicao de picos, indicando que possivelmente ha uma mistura de fases, composta por
HAp e outros fosfatos de calcio (com menor razdo molar Ca/P) que podem estar sendo

formados durante o processo de sintese em temperatura ambiente, como por exemplo o DCPA
(mono-hidrogénio fosfato de calcio anidro) e o DCPD.

A analise dos difratogramas mostra uma melhor definicdo dos picos quando a sintese
é realizada em sistema HM, podendo-se dizer que ha uma melhor organizagéo estrutural do
sistema neste tipo de sintese (BINGOL e DURUCAN, 2011; CHAUDHRY et al., 2006; HAN
et al.,, 2006; FANG et al., 1994). Por outro lado o perfil dos difratogramas permanece o
mesmo em todos os casos, sendo que, mesmo a HAp sintetizada em sistema HM tendo
apresentado uma ligeira melhora nos resultados (picos mais intensos e mais bem definidos),
ndo foram encontradas diferencas significativas quanto a caracterizacdo das amostras.

Em um material onde os atomos estejam arranjados periodicamente no espaco,
caracteristica das estruturas cristalinas, o fendbmeno da difracdo de raios X ocorre nas direcdes
de espalhamento que satisfazem a Lei de Bragg. A relagcdo de Bragg permite relacionar os
angulos de incidéncia do feixe de raios X, com 0s espacamentos interplanares, considerando
que os planos cristalinos agem como uma rede de difracdo Optica. O calculo do tamanho
médio dos cristalitos 1] é dado pela equacdo de Scherrer (SURYANARAYANA e
NORTON, 1998):

L= KI[.A (6)
[ [tosd
sendo que:
2B (BY - ()’ (7

onde B é a largura a meia altura do pico de difragdo observado para o material em questao, b é
a mesma medida referente a um padréo externo, analisado nas mesmas condi¢cdes da amostr:
e K € uma constante que dependera da forma do ponto quando o feixe toca a esfera de Ewald
e esta forma esta relacionado com a morfologia do cristal. O valor mais utilizado para K € 0,9,
gue se aplica quando o cristalito apresenta forma globular. No entanto, como a HAp aqui
obtida apresentou sistema hexagonal, esse valor de 0,9 ndo pode ser usado e entdo pode-s
utilizar um tratamento mais geral para o tamanho do cristalito, proposto por Stokes e Wilson,

gue é independente da forma do cristalito e de sua simetria. Nesta proposta se considera a
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grandeza efetiva do cristalito, em uma equacéao igual a proposta por Scherrer, em que o valor
de K é variavel e sendo o valor de K considerando como sendo 1 o erro na estimativa do
tamanho do cristalito € da ordem de * 10% (AZAROFF e BUERGER, 1958).

A Tabela 3 apresenta uma estimativa do tamanho médio de cristalito calculado para
cada uma das amostras sintetizadas, a partir da equacdo de Scherrer, utilizando como
referéncia o plano de difracdo (002) contido nos difratogramas obtidos para as amostras de
HAp.

Tabela 3. Tamanhos médios dos cristalitos, calculados a partir da equacédo de Scherrer, com base no plano 002

dos difratogramas das amostras de HAp.

Amostra Sintese 7 (nm)
t. amb. 46,2
80°C 78,1
HM80°C 111,6
HAp
120°C 79,3
H120°C 73,2
HM120°C 132,1

A partir da analise dos tamanhos médios dos cristalitos percebe-se que o aumento da
temperatura gera cristalitos maiores, visto que os picos de difracdo tendem a ser mais intensos
e mais estreitos para amostras sintetizadas em temperaturas mais elevadas. Tal caracteristice
pode ser atribuida ao fato de que o aumento de temperatura, a pressao constante, aumenta
mobilidade dos atomos, resultando em um crescimento mais rapido dos grdos. Por outro lado,
embora 0 aumento da pressao, a temperatura constante, geralmente reduza a mobilidade dos
atomos ha um aumento de elasticidade na superficie dos grdos, o que pode induzir o
crescimento do gréo. A presséo pode, ainda, induzir a ordenacdo da fase né&o cristalina, ou
parcialmente desordenada, levando a maiores tamanhos de cristalito. (GUBICZA et al., 2007).

Os parametros de rede apresentados para o0 sistema aqui caracterizado (ICDS
016742) indicaram: a e b = 9,4320 A e c = 6,8810 A, valores estes que vao de encontro aos
valores calculados por Wang e Fu (2011), assim como o volume de cela, que é de 530,14 A

A Figura 6 apresenta os difratogramas obtidos para as amostras de OCP obtidas a 80

e 120°C, e para o DCPD, sintetizado em temperatura ambiente.
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Figura 6. Difratogramas de raio X para o DCPD sintetizado em temperatura ambiente (—) e para o OCP
sintetizado a 80°C em chapa aquecederad em sistema hidrotermal assistido por micro-orfease 120°C

em chapa aquecedora), em sistema hidrotermal{) e em sistema hidrotermal assistido por micro-orfdas

A analise dos difratogramas de raios X caracterizou as amostras com elevada
organizacdo na estrutura cristalina, porém nos casos de sintese a 120°C ha formacao de
mistura de fases. A andlise por difracdo de raios X das amostras sintetizadas em temperatura
ambiente identificou alta cristalinidade, com formacdo de uma fase pura, a Brushita, ou
mono-hidrogénio fosfato de calcio di-hidratado (CakRB,0), o DCPD. As amostras
sintetizadas em sistema hidrotermal e hidrotermal assistido por micro-ondas a 120°C levaram
a formacédo do OCP, porém as amostras sintetizadas em sistema hidrotermal assistido por
micro-ondas indicaram a presenca de DCPA e a sintese em sistema hidrotermal, a presenca de
DCPD, misturado ao OCP. Estes outros fosfatos foram, provavelmente, formados por rotas
sintéticas alternativas, sendo que no caso da amostra sintetizada em chapa aquecedora, est:
nem apresentou o OCP como uma de suas fases, apresentando apenas a presenca de HAp
DCPD em sua composicdo. Tais resultados mostram que as rotas de sintese a 120°C n&o sac
Uteis na sintese de OCP, e que a sintese a temperatura ambiente leva a formacao do DCPD en
sua fase pura.

No que se refere as amostras obtidas por rota de sintese a 80°C, a analise dos
difratogramas de raios X caracterizou as amostras com boa organizagao na estrutura cristalina,

caracterizadas como sendo compostas por OCP em ambos os casos, indicando que a
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temperatura de 80°C permite a formacédo do OCP no processo de sintese em fase aquosa. Tai
analises mostram, entéo, que a rota de sintese em meio aquoso a 80°C pode gerar o OCP en
sua forma pura, mas que em temperatura ambiente a mesma rota sintética leva a formacéo de
DCPD.

A andlise dos difratogramas mostra uma melhor definicdo dos picos quando da
sintese em sistema HM a 80°C, podendo-se dizer que ha uma melhor organizacao estrutural
do sistema neste tipo de sintese. Por outro lado, o perfil dos difratogramas permanece o
mesmo nos dois casos de sintese a 80°C, ndo sendo encontradas diferencas significativas
guanto a caracterizacao das amostras

A analise dos picos de difracdo das amostras caracterizadas como OCP foram
indexados, ainda, como sendo de sistema triclinico (grupo espacial P-1, ICSD - Inorganic
Crystal Structure Database - 065347) e para o DCPD caracterizou-se a amostra como sendo
de sistema monoclinico (grupo espacial la, ICSD - Inorganic Crystal Structure Database -
16132).

A Tabela 4 apresenta uma estimativa do tamanho médio de cristalito calculado para
cada uma das amostras sintetizadas, a partir da equacdo de Scherrer. Compete ressaltal
também que para as amostras sintetizadas a 80°C (OCP) utilizou-se como referéncia o plano
de difracdo 002 e para a amostra sintetizada em temperatura ambiente (DCPD) utilizou-se
como referéncia o plano de difracdo 020, visto que tais amostras foram caracterizadas como
sendo diferentes entre si, apresentando, inclusive, padrdes de difragdo bem diferentes.

Tabela 4. Tamanhos médios dos cristalitos, calculados a partir da equacédo de Scherrer, com base no plano 002

para as amostras sintetizadas a 80 e 120°C e 020 para a amostra sintetizada em temperatura ambiente.

Amostra Sintese 7 (nm)
DCPD t. amb. 58,4
80°C 28,6

OCP
HM80°C 33,5

De acordo com a relacdo de Bragg e a equacdo de Scherrer, como citado
anteriormente, calculou-se o tamanho dos cristalitos tanto para o OCP quanto para o DCPD,
onde se obteve para o DCPD um valor aproximado de 58 nm e para o OCP, 29 nm quando a
sintese foi realizada em chapa aquecedora e 34 nm quando realizada em sistema hidrotermal

assistido por micro-ondas, mostrando mais uma vez que ambas as rotas de sintese nao
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apresentam diferencas significativas. Pode-se destacar, entdo que os cristalistos de DCPD séa
consideravelmente maiores, quando comparados aos do OCP, que por sua vez nao apresentol
muita diferenga entre uma rota sintética e outra. Os valores encontrados para as amostras
sintetizadas a 120°C nédo foram apresentados uma vez que estas amostras foram caracterizada
como sendo constituidas por misturas de fases, o que torna este valor irrelevante. Os
parametros de rede apresentados para os sistemas aqui caracterizados (ICDS 065347 e 1613:
para OCP e DCPD, respectivamente) indicaram a = 19,6920 A, b = 9,5230 A e ¢ = 6,8350 A
com volume de cela de 1213,08 fara 0 OCP e a = 5,8120 A, b = 15,1800 A e ¢ = 6,2390 A

com volume de cela de 492,9% gara o DCPD.

3.1.2. Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)

A Figura 7 apresenta os espectros de infravermelho obtidos para as amostras de HAp
sintetizadas em temperatura ambiente, 80 e 120°C.
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Figura 7. Espectros de IV para a HAp sintetizada em temperatura ambiente (—) a 80°C em chapa aquecedora
(—) e em sistema hidrotermal assistido por micro-orfdase a 120°C em chapa aquecederd,(em sistema

hidrotermal (—) e em sistema hidrotermal assistido por micro-ottdags

A analise dos espectros de infravermelho das amostras de HAp, mostrou que,
independente da rota sintética e da temperatura utilizada no processo de sintese, as amostra:
possuem perfis de infravermelho similares, sendo que para todas a amostras verificou-se a

presenca das bandas caracteristicas da HAp. Nota-se em 3378 prasenca da banda
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referente & presenca de Odstrutural, bem como em 636 trfvon), bandas estas que s&o

tipicas de OH da HAp (HAN et al., 2006). Também foram encontradas as bandas
caracteristicas de fosfato ((P®) em 565, 603, 962 e 1032-1101'1:|(6po43—) e agua residual

em 1632 §on(,0) € 3454 crit (Vo-Hh,0)- Nota-se ainda, em especial no material obtido em
sistema hidrotermal assistido por micro-ondas a 120°C, a presenca de bandas pouco intensas
de acetato em 6703doo(cHycoo)) € de carbonato 771vjoco € 1385 crt (v,c0)
(NAKAMOTO, 2009; VAIDYA et al., 1997), precursores na sintese. Vale ressaltar, no
entanto que, proporcionalmente, considerando-se as intensidades das bandas, a presenca di
fosfato é muito maior que a presenca de acetato em todos os casos, indicando que a reacao fol
efetiva.

Para a caracterizacdo da HAp, em especifico, destaca-se a presenca de duas bandas
uma em 3572 cth e outra em 632 cth (HAN et al., 2006), bandas estas que sdo
caracteristicas da presenca de hidroxila (OH) de HAp, sendo que ambas foram identificadas
nos espectros de todas as amostras.

A Figura 8 apresenta os espectros de infravermelho obtidos para as amostras de OCP
obtidas a 120 e 80°C, sendo que 0 espectro da amostra sintetizada em temperatura ambiente ¢

referente ao DCPD.
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Figura 8. Espectros de IV para o DCPD sintetizado em temperatura ambiente (—) e para o OCP sintetizado a
80°C em chapa aquecedora)(e em sistema hidrotermal assistido por micro-orfdase a 120°C em chapa

aquecedora--), em sistema hidrotermal{) e em sistema hidrotermal assistido por micro-orfdas
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A andlise dos espectros de infravermelho das amostras sintetizadas a 120°C, 80°C e

em temperatura ambiente mostrou que em todos 0s espectros estdo presentes as banda:
caracteristicas de fosfato em 1075-980, 600 e 56b(&m43—) (NAKAMOTO, 2009), porém

estas sdo menos intensas na amostra sintetizada em temperatura ambiente. A analise dos
espectros também mostra bandas referentes ao carbonatp €@01380 cnt (vco)
(NAKAMOTO, 2009; BESSLER e RODRIGUES, 2008), precursor na sintese, porém de
forma muito discreta, quando comparadas proporcionalmente com as bandas de fosfato. Pode-
se verificar também, no espectro de infravermelho da amostra sintetizada em temperatura
ambiente a presenca de bandas em 873 e 985aaracteristicas do estiramento P-(Ot#) (

(or) de DCPD (KARAMPAS e KONTOYANNIS, 2013) e em 1218 tm deformagdo O-H

no plano §o.4), também caracteristica de DCPD (XU et al., 1999). Verifica-se ainda as
bandas caracteristicas de agua residual em $64.0)) e 3460 crit (Vo-H(H,0))-

As andlises por infravermelho indicam, entdo, a presenca de fosfatos em todas as
amostras analisadas e que a amostra sintetizada em temperatura ambiente apresenta banda
caracteristicas de DCPD, sugerindo a presenca deste fosfato em especifico. Esta analise
isolada, porém, ndo permite a caracterizacdo do tipo de fosfato presente na amostra, fazendo

necessaria a complementagéo da caracterizagdo com outras analises.
3.1.3. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A analise das imagens de MEV mostra que as sinteses em temperatura ambiente e
em chapa aquecedora a 120°C apresentam certa quantidade de aglomerados, mas ainda assir
€ possivel verificar a tendéncia em formar particulas globulares, que pode ser observada em
todas as amostras sintetizadas, sendo que o diametro de particula parece nao ser influenciadc
pela rota de sintese, pois as imagens mostram particulas com certa homogeneidade tanto em
forma quanto em diametro. Segundo Welzel e colaboradores (2004), é possivel se conseguir
hidroxiapatita globular com tamanho entre 60 e 90 nm, com cristalinidade variavel a partir de
reacOes de precipitacdo em temperatura ambiente, podendo-se notar tais caracteristicas nos
materiais obtidos no presente trabalho.

A Figura 9 apresenta as imagens de MEV para a hidroxiapatita obtida em
temperatura ambiente, 80 e 120°C em chapa aquecedora, em processo hidrotermal e

hidrotermal assistido por micro-ondas.
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Figura 9. Imagens de MEV para a HAp obtida a (a) temperatura ambiente, em chapa aquecedora a (b) 120° e (c)

80°C, (d) 120°C em sistema hidrotermal e em sistema hidrotermal assistido por micro-ondas a (e) 120°C e (f)
80°C.

Muitos estudos (WANG e FU, 2011; WILSON et al., 2006; DESHPANDE et al.,
2005; YANG et al., 2005; LIU et al.,, 2004; XU et al., 2004; KHOLLAM et al., 2001;
KOMARNENI et al., 1999) mostraram que a sintese em sistema hidrotermal assistido por
micro-ondas pode ser utilizada no processamento de uma variedade de materiais (em especial
para aqueles que sao dificeis de se obter por métodos convencionais), com possibilidade de
economia de tempo e energia. Alguns estudos, ainda, utilizaram o sistema hidrotermal micro-
ondas na sintese da propria HAp (WANG e FU, 2011; HAN et al., 2006) com obtencéo de
particulas nanométricas, porém os dados aqui apresentados mostram que as diferentes rotas
sintéticas ndo geraram diferencas significativas no material formado. Vale ressaltar que Wang
e Fu (2011) e Han e seus colaboradores (2006) trabalharam com precursores diferentes em
suas rotas sintéticas e temperaturas mais altas (140 e 300°C, respectivamente), 0 que pode
justificar o fato de terem conseguido sintetizar particulas nanométricas, além de terem
trabalhando apenas com a sintese em sistema hidrotermal assistido por micro-ondas, com
variacdo de temperatura, tempo e energia utilizada na sintese, ndo tendo comparado, entao

seus resultados com rotas de sintese diferentes.
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A Figura 10 apresenta as imagens de MEV para as sinteses de OCP a 120°C e 80°C e
para o DCPD sintetizado em temperatura ambiente. A andlise por microscopia eletrénica de
varredura indicou que as amostras aqui sintetizadas apresentaram formas que se assemelham
placas, sem morfologia regular (tamanhos polidispersos), sendo que em cada caso notam-se
particularidades, como placas mais largas e mais espessas, como na sintese em temperatur:
ambiente, e mais compactas quando ha aumento de temperatura (120°C ou 80°C). O sistema
hidrotermal possibilitou a formacdo de placas mais estreitas e com menores dimensdes
misturadas a aglomerados. O sistema hidrotermal assistido por micro-ondas que gerou a

formacao de placas menos espessas, mas pode-se notar também a presenca de aglomerados.

Figura 10. Imagens de MEV para o (a) DCPD, para as misturas de fases obtidas a 120°C (b) em chapa
aquecedora, (c) em sistema hidrotermal e (d) em sistema hidrotermal assistido por micro-ondas e para o OCP

obtido a 80°C em (e) chapa aquecedora e (f) sistema hidrotermal assistido por micro-ondas.

3.2. TESTE DE ADSORCAO DE PIRIDINA

Para verificar o tipo de sitios &cidos (Bronsted e Lewis) presentes nas amostras
preparadas foram realizadas analises no infravermelho antes e ap6s a adsorcéo de piridina. A
piridina tem sido a molécula mais estudada para estes tipos de interacdo, sendo capaz de

reagir com os sitios acidos de Bronsted bem como os de Lewis, que absorvem em diferentes
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bandas de frequéncia no infravermelho, na regido compreendida entre 1400-1600 cm
Bandas em 1545-1555 e 1445-1455"csdo atribuidas & interacdo da piridina com sitios de
Bronsted e de Lewis, respectivamente. A banda na regido de 1496 caracteristica da
interacdo da piridina com ambos os sitios (Lewis e de Bronsted) (PIRES et al., 1998).

Pela definicdo de Bronsted-Lowry o acido sera qualquer substancia que atue como
um doador do cation hidrogénio (préton;)He a base qualquer substancia que receba o
préton, independente da natureza do solvente. Segundo Lewis, o acido é qualquer substancia
gue atue como receptora de um par de elétrons, e a base, por sua vez, como doadora de un
par de elétrons (ATKINS e JONES, 2012). Assim sendo, quando ocorre a interagcdo com 0s
sitios de Bronsted, a piridina atua doando um par de elétrons ao fosfato. Por outro lado,
quando h interacdo da piridina com os sitios acidos de Lewis, isto se torna possivel porque o
fésforo, ao hibridizar seus orbitais 3d, sendo estabilizado por forcas eletrostaticas (COTTON
e WILKINSON, 1930), pode receber elétrons da piridina. As Figuras 11 e 12 apresentam 0s

espectros de IV obtidos para as amostras apos o teste de adsorcéo de piridina.
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Figura 11. Espectros de IV para a HAp sintetizada em temperatura ambiente (—) , a 80°C em chapa aquecedora
(—) e em sistema hidrotermal assistido por micro-orfdase a 120°C em chapa aquecederd,(em sistema

hidrotermal () e em sistema hidrotermal assistido por micro-oifdgsap0s o teste de adsorcao de piridina.
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Figura 12. Espectros de IV para o DCPD sintetizado em temperatura ambiente (—) e para o OCP sintetizado a
80°C em chapa aquecedora-)( e em sistema hidrotermal assistido por micro-onga$ apés o teste de

adsorcao de piridina.

A presenca de sitios acidos, quando do teste de adsor¢cdo com piridina, é
caracterizada pela presenca de duas bandas de absorcédo. A primeira banda corresponde ¢
adsorcao de piridina em centros &cidos de Bronsted, a partir da formacé&o do ion piridinio e a
segunda banda é atribuida a adsorcao de piridina em centros 4cidos de Lewis, correspondendo
a coordenacdo da molécula de piridina com tais centros, por doacdo de um par eletrénico
(PIRES et al., 1998). A andlise dos espectros de infravermelho permite caracterizar a presenca
de ambos os sitios acidos em todas as amostras sintetizadas, tanto de HAp, quanto de OCP ¢
DCPD, o que mostra que a rota de sintese ndo interfere nas caracteristicas quimicas de
superficie dos materiais formados. A presenca dos sitios acidos indica, ainda, que os materiais
sintetizados possuem capacidade de se ligar a moléculas que possuam pares de elétrons livres
como é o caso do colageno, que apresenta bases nitrogenadas em sua estrutura.

Tanto no que se refere as caracteristicas estruturais (cristalinidade) e morfolégicas
guanto as caracteristicas quimicas de superficie indicam que estes fosfatos podem ser
utilizados na formacgéo de compadsitos com colageno, material que vem sendo muito estudado
como uma grande oportunidade para reparacéo e substituicdo em procedimentos ortopédicos e

odontoldgicos.
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3.3. CARACTERIZACAO FiSICO-QUIMICA DOS COMPOSITOS

3.3.1. Difragdo de Raios X (DRX)

As analises por difracdo de raios X foram realizadas para os compdsitos com intuito de
verificar possiveis alteracdes no padrdo de difracdo dos fosfatos quando puros. No que se
refere ao difratograma do colageno (liofilizado), por este ser uma estrutura organica
complexa, o resultado apresentou-se dentro do esperado, com auséncia de picos,
caracterizando uma estrutura ndo cristalina.

Os difratogramas dos compdédsitos ndo foram significativamente diferentes dos
difratogramas dos fosfatos puros, indicando que do ponto de vista da fase mineral, esta é
estruturalmente semelhante aquela do material obtido na auséncia de colageno, ndo sendo
possivel detectar um padrdo de difracdo da presenca do colageno quando foi realizada a
analise do compésito. Isto pode ser justificado pelo fato de o colageno nao apresentar
difratograma caracteristico por ndo ser uma amostra cristalina e por se encontrar em menor
propor¢cao na composicao do compaosito.

As figuras 13 a 15 apresentam os difratogramas de raios X dos compadsitos

sintetizados.
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Figura 13. Difratogramas para a HAp (—), para o composito HAp-Colagerjoe(para o colagene-{).
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Figura 14. Difratogramas para o DCPD (—), para o composito DCPD-Colagefe (para o colagene-).
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Figura 15. Difratogramas para o OCP (—), para o compdsito OCP-Colagehe para o colagene-().

3.3.2. Espectroscopia de Infravermelho (FTIR)

Realizou-se a espectroscopia de infravermelho com cada um dos compdsitos para
verificar possiveis alteracdes nos perfis desses espectros quando comparados com perfis das
amostras de fosfato puro. As Figuras 16 a 18 apresentam o0s espectros de infravermelho
obtidos para os compasitos sintetizados.
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Figura 16. Espectros de IV para a HAp (—), para o compésito HAp-Colagen@ (para o colagene-).
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Figura 17. Espectros de IV para o DCPD (—), para o compésito DCPD-Colagene para o colagene-().
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Figura 18. Espectros de IV para o OCP (—), para o compdsito OCP-Colagene jpara o colagene-).
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O espectro do colageno (Figuras 16 a 18) apresenta suas bandas principais em
1650 cnt, tipica de amida I, devido ao estiramento da carbomijas)( em 1560 cri,
relacionado & amida Il, devido as vibragdes no plano da ligacdowN:Pl € ao estiramento
C-N (ve.n), em 1235 cii, correspondente as vibrages no plano da amida Ill, devido ao
estiramento C-N vg.n) e & deformacdo N-H(.), em 1450 cnl, correspondente &
estereoquimica dos anéis pirrolidinicos e proximo a 3458 devido ao estiramento O-H
(vo-H) (TONHI e PLEPIS, 2002; RENUGOPALAKRISHNAN et al., 1989).

A razdo entre as absorvancia relativa das bandas 1235 e 1450A¢myA 1450,
bandas estas que correspondem, respectivamente, ao estiramento das ligacdes C-N (amida
), sensivel a variacBes estruturais do colageno e ao empacotamento do anel pirrolidinico da
prolina e hidroxiprolina que ndo sdo sensiveis a variagdes da estrutura secundaria da proteina
(RENUGOPALAKRISHNAN et al., 1989), préxima a 1 (GORDON et al., 1974) é indicativa
da preservacdo da estrutura secundaria em tripla hélice da molécula de colageno, sugerindo
que o procedimento de sintese do compdsito ndo desnatura o colageno. O colageno utilizado
apresentou, inicialmente, razdo de 1,22. Os compadsitos com HAp, DCPD e OCP, por sua vez,
apresentaram, respectivamente, os valores 1,04; 1,01 e 1,05, indicando a preservagédo da
estrutura. Vale ressaltar que a presenca de GA nas amostras também colaborou na reducao &
intensidade relativa das bandas visto que ele atuara na formacao de ligacdes intercruzadas
com o colageno.

Em todos os casos nota-se que os espectros de infravermelho dos compdsitos seguem
apresentando as bandas caracteristicas de fosfato, citadas anteriormente, complementados
pelas bandas de IV caracteristicas do espectro do colageno, em especial as bandas a 1650
1560 e 1450 cih o que sugere que o material analisado contém ambos os compostos (fosfato

e colageno) coexistindo, sem alterar suas respectivas estruturas.
3.3.3. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

Com relagdo as andlises das micrografias dos compositos, percebe-se a mesma
morfologia verificada para os fosfatos puros (globular para a HAp e em placas para o DCPD e
o OCP), mas que estas encontram-se ligadas, ou até mesmo encapsuladas pela estruture
colagénica, que aqui apresentou-se também como sendo formada por pequenas esferas que s
unem em forma de aglomerados. A estrutura do colageno néo se apresentou aqui em forma de

fibras pelo fato de o colageno utilizado ser um colageno hidrolisado, que passa por processos
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de beneficiamento até chegar ao consumidor, o que altera suas caracteristicas morfolégicas. A
Figura 19 apresenta as imagens de MEV para o colageno e os compaésitos obtidos.

Figura 19.lmagem de MEV para os compésitos de (a) HAp-Col, (b) DCPD-Col e (c) OCP-Col e (d) colageno.

Geralmente assume-se que a reticulagio de colageno com o GA (Esquema 2) realiza-
se através da reacdo dos grupos aldeido de GA (ll) com os grapoisia da lisina ou
residuos de hidroxilisina (l). Esta reacdo resulta na formacdo de uma base de Schiff
intermediaria (lll). Sugere-se que as bases de Schiff sdo estaveis sob as condicbes de
reticulacdo e que a reticulacéo envolve a formacao de polimeros de GA (1V) devido a reacbes
de condensacdo de alddlica. Além disso, a formacdo de-firhase de Schiff insaturada
intermediaria (V) seguido de adicdo de Michael de um grupo amina de coladgeno com o grupo
insaturado de V para dar VI resulta na formacao de uma reticulagdo. Também, a formacéo de
uma ligacdo transversal € possivel por meio da rea¢do dos grupos de amina com 0S grupos
aldeidos livres de V para dar VIl (n = 0), ou um grupo aldeido livre restante apds a
polimerizacao alddlica de V para dar VIl (n > 0) (DAMINK et al., 1995).

As reticulacGes sao estabilizadas por reacdes posteriores com outras moléculas de
GA, durante a formacédo de ligagOes cruzadas (DAMINK et al., 1995). Estas condi¢cdes
sugerem que no processo de reticulacdo ha a formacdo de estruturas tridimensionais do
colageno e que o fosfato deve estar sendo aprisionado nos intersticios do reticulo de colageno.
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Esquema 2 Reticulacao entre colageno e glutaraldeido (DAMINK et al., 1995).

Diante de tais consideracdes avalia-se entdo que o material formado na verdade deve
ser caracterizado como sendo uma mistura (blenda), pois estas se constituem na mistura
(fisica ou mecéanica) de pelo menos dois materiais, de forma que sO exista interacédo
intermolecular secundaria, sem que haja reacdo quimica entre 0s mesmos. Através da
formacdo de blendas é possivel obter uma sinergia das propriedades individuais de cada
material, além da possibilidade de melhorar ou controlar suas propriedades mecanicas finais

devido a interagdo entre as estruturas quimicas (CALLISTER, 2002).
3.4. DETERMINACAO DA RAZAO MOLAR CALCIO/FOSFORO (Ca/P)

3.4.1. Calculo da razao molar calcio/fésforo (Ca/P)

A Figura 20 apresenta a curva de calibracdo obtida a partir da determinacao

espectrofotométrica de P.
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Figura 20. Curva de calibracdo para a determinacédo de fosforo.
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A partir da analise das amostras e sua correlagdo com a curva de calibracdo obtida
determinou-se a concentracdo para as solucdes preparadas para a HAp, o DCPD e o OCP
como sendo, respectivamente, de 268,@1,251,78 g/l e 271,03 g/l.

Considerando-se a diluicéo feita e a quantidade de amostra utilizada na preparagao
da solucéo estoque obteve-se que a quantidade de mols de fésforo em 1 g de amostra para &
HAp, o DCPD e o OCP de, respectivamente, de 0,0045; 0,0040 e 0,0046 mols.

A Figura 21 apresenta a curva de calibragdo obtida a partir da determinacdo via

absorgéo atdomica de Ca.
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Figura 21. Curva de calibracdo para a determinacédo de calcio.

A partir da analise das amostras e sua correlacdo com a curva de calibracdo obtida
determinou-se a concentracdo para as solucdes preparadas para a HAp, o DCPD e o OCP
como sendo, respectivamente, de 0,674 mg/l, 0,933 mg/l e 0,840 mg/I.

Considerando-se a diluicdo feita e a quantidade de material utilizado na preparacao
da solucédo estoque obteve-se que a quantidade de mols de calcio em 1 g de amostra para &
HAp, o DCPD e o OCP de, respectivamente, de 0,0084; 0,0068 e 0,0084 mols.

A partir do namero de mols de calcio e fésforo obtidos para cada um dos fosfatos,

pode-se calcular a razao molar Ca/P, como € apresentado na Tabela 5.

Tabela 5.Razao molar Ca/P para a HAp, o DCPD e o0 OCP.

n(P)/1g de amostra n(Ca)/1g de amostra Raz&o molar Ca/P
HAp 0,0045 0,0084 1,87
DCPD 0,0040 0,0068 1,7

OocCP 0,0046 0,0084 1,83
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Os valores obtidos para as razées molares Ca/P, em especial para o DCPD e o OCP,
apresentaram-se muito elevados em relacéo ao valor estabelecido como referéncia, 1,0 e 1,33,
respectivamente. No caso da HAp, o valor é de 1,67. Isto se deve, provavelmente, ao fato de
que as reacdes nao estdo tendo rendimento de 100%, o que faz com que parte do calcio
quantificado seja proveniente dos precursores de reacédo (§&QCH, no caso da HAp e
CaCQ no caso do DCPD e OCP), fato este que havia sido identificado na interpretacdo dos
espectros de infravermelho das amostras.

No caso do DCPD e OCP, que partem dos mesmos precursores de sintese pode-se
perceber que para o DCPD, que é sintetizado em temperatura ambiente, a razao molar €,
proporcionalmente, a mais elevada em relacédo ao seu valor de referéncia (70%), o que pode
ser justificado pela baixa solubilidade do Ca@dh temperatura ambiente, solubilidade esta
que aumenta com 0 aumento da temperatura, e consequentemente, devendo aumentar o
rendimento da reacao, justificando uma menor alteracao da razdo molar Ca/P encontrada para
0 OCP e seu valor de referéncia (28%). No caso da HAp, notou-se apenas uma pequena
variacdo no valor da razdo molar Ca/P em relagédo ao seu valor de referéncia (12%), o que
leva a crer que ha um maior rendimento para esta reacao, o que é facilitado pela solubilidade

do acetato de calcio em agua.

3.5. ESTUDO DA ESTABILIDADE TERMICA

As curvas de DSC permitem identificar eventos de desnaturacdo térmica do
colageno, quando esse € aquecido. Quando o colageno € submetido a altas temperaturas
acontece a quebra das ligacdes intermoleculares e a proteina, uma estrutura cristalina e
altamente organizada, passa a ser formada por um estado com distribuicao aleatéria (BADEA
et al., 2008; ARNOCZKY e AKSAN, 2000). As curvas de DSC relacionam a transicao
térmica do material com a temperatura de desnaturaggdq esmo.

A Figura 22 mostra as curvas de TG/DTG obtidas para o colageno. As curvas
apresentam dois episodios. O primeiro, entre 25 e 190°C, relativo a perda de agua estrutural,
com perda de massa de aproximadamente 13%. O segundo, na faixa entre 190 e 500°C,
referente a degradacdo térmica das cadeias poliméricas do colageno (HORN, 2008), com
perda de massa de aproximadamente 65%. A parte mineral inorganica, que corresponde ao
residuo encontrado a 950°C (BATISTA et al., 2009), foi de 17%.
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Figura 22. Curvas de TG/DTG obtidas para o colageno.

A curva de DSC para o colageno (Figura 23) permitiu a determinacdo da temperatura
de desnaturacéo {rdo coldgeno utilizado para a preparagdo das misturas, obtida a partir do
ponto médio de inflexdo da curva de DSC (LOCILENTO, 2012), como sendo de 60,1°C.

DSC/ mwW

-5 T T T
30 60 90 120

temperatura / °C

Figura 23. Curva de DSC obtida para o colageno.

As Figuras 24 a 26 apresentam, respectivamente as curvas de TG e DTG para a HAp,

para o OCP, para o DCPD e suas misturas com colageno, juntamente com suas respectivas
curvas de DSC.
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Figura 24. Curvas de TG/DTG obtidas para a (a) HAp, para a (b) mistura HAp-Colageno e (c) e curvas de DSC
para 0s mesmos.

Como pode ser visto na Figura 24a a HAp pura apresentou duas etapas de perda de
massa. A primeira, entre 40 e 589°C, atribuida a evaporacao de agua adsorvida na superficie e
nos poros do material, cuja porcentagem da perda de massa foi de aproximadamente 5,2%. A
segunda, entre 750 e 800 °C, atribuida a liberacdo de grupamefodoBl cristais de
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hidroxiapatita, com uma perda de massa de aproximadamente 0,2%. A decomposicao da
HAp, termicamente estavel até 800°C, pode ser dividida em duas etapas, de acordo com as
reacdes (ADOLFSSON et al., 1999):

Caj_o(PO4)6(OH)2 — C31_0(PO4)5(OH)2_2)DX + tzO (acima de SOOOC) (8)

Cayo(POy)s(OH)2.2¢0x — 3Ca&(PQy), + CaO + (1-x)HO (acima de 1200°C) (9).

Nota-se ainda, na faixa de temperatura entre 400 e 750°C um perda de massa de
aproximadamente 1,4% que pode ser atribuida a perda de carbonatos (TADIC e EPPLE,
2004), o que pode indicar que a HAp encontra-se na forma de HAp carbonatada.

O residuo (T=800°C) para a HAp pura foi de 93%. No entanto, quando se considera a
mistura HAp-Colageno (Figura 24b), esse residuo diminui para 65%, indicando que 28% da
perda de massa sofrida pela mistura € referente a degradacdo térmica e carbonizacdo do
colageno.

A figura 24c ilustra a curva de DSC da HAp pura e na forma de mistura com
colageno. Observa-se para a HAp pura um pico endotérmico em aproximadamente 57°C que
corresponde a perda de agua fisicamente adsorvida na molécula. Observa-se, ainda, uma
banda exotérmica, com maior intensidade em aproximadamente 420°C indicativa da
desidroxilagdo do material com alteracdo da estrutura cristalina (OLIVEIRA, 2010). Para a
mistura de HAp, verificou-se duas bandas endotérmicas, uma a 85°C caracteristica da
desnaturacdo do colageno e outra em 250°C, referente a degradacéo térmica do colageno. A
banda exotérmica em aproximadamente 390°C é atribuida a carbonizac¢do do polimero.

Na andlise térmica do OCP (Figura 25) verifica-se que o0 aquecimento até
aproximadamente 100°C (Figura 25a) leva a perda da agua de hidratacdo que se encontra
adsorvida ao material, com reducdo de massa de 1,2%. Em torno de 150°C ha uma nova
reducdo de massa, dessa vez de 1,3% referente a perda da agua de cristalizacdo do OCP, d
acordo com a equagao (FOWLER et al., 1966):

CaH2(POy)6.5H,0 — CagHo(POy)s.NH20 + (5-n)HO. (10)

Uma terceira perda de massa (0,8%) é verificada entre 300 e 400°C, sendo essa perda

caracteristica da formacéo ga,P,0;, (FOWLER et al., 1966), de acordo com a reagao:
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CasHo(POy)6.5H,0 — Cas(POs)sOH + 1.5CaP,0; + 5.5H:0. (11)

Acima de 700°C forma-sp-Ca(PQy), e p-CaP,O;, com uma perda de massa de
0,4%, de acordo com a seguinte equacao geral (FOWLER et al., 1966):

CaH2(POy)6.5H,O — 2Ca&(POy)2 + CaP.07 + 6H0. (12)

O residuo obtido para a o OCP puro foi de 94% (a 800°C), enquanto que para a
mistura OCP-Col, a mesma temperatura, o residuo foi de 67%, indicando que 27% da massa
perdida pela mistura é referente a degradacao térmica e carbonizagéo do colageno.

As curvas de DSC para o OCP (Figura 25c) indicaram, para o fosfato, duas bandas
endotérmicas, uma em aproximadamente 79°C e outra em 130°C que representam,
respectivamente, a perda de agua fisicamente adsorvida e a perda da agua de cristalizacéo.
Para a mistura, verificou-se uma banda endotérmica em 100°C referente & desnaturacdo do
coladgeno, outra endotérmica em 250°C referente € degradacéo térmica do colageno e por fim,
uma banda exotérmica em 404°C, caracteristica da carbonizacédo do colageno.

Na Figura 26, encontram-se as analises térmicas realizadas para o DCPD. A perda de
massa € iniciada em 100°C (1%) devido a perda de &gua fisicamente adsorvida. Em,
aproximadamente 200°C, acontece a perda da agua de cristalizacdo, com perda de 12% da
massa. Entre 230 e 490°C ha uma perda de massa de 4,2% referente a formagd®de Ca
(JOSHI e JOSHI, 2003) (Figura 26a).

Na curva de DSC para o DCPD (Figura 26c¢) puro verifica-se a presenca de dois
picos endotérmicos. O primeiro, em 160°C, é caracteristico da perda de agua fisicamente
adsorvida. O segundo, em 192°C, é referente a perda da agua de cristalizacdo do DCPD,
levando a formacdo do mono-hidrogénio fosfato de calcio anidro (DCPA, GaHROs a
saida da agua de cristalizacao, ocorre um rearranjo estrutural mediante o qual se obtém uma
nova fase cristalina, também chamada de monetita, de acordo com a equacdo (JOSHI e
JOSHI, 2003):

2CaHPQ.2H,0O — 2CaHPQ + 4H,0 (em, aproximadamente 200°C). (13)
DCPD DCPA



50

veaprshalin iy gt~ 0.000
90+
X
~ - -0.002 ¥’
@ s;
7 =
9 80 E
= L-0.004 (O
|_
)
70
- -0.006
(a)
60 T T T T T T T '0008
0 100 200 300 400 500 600 700 800
temperatura / °C
100- ~0.002
- 0.000
90+
X
= | 0.0028
o ES)
# 80 £
G =
€ L -0.004¢9
|_
)
70
- -0.006
(b)
60 T T T T T T T '0008
0 100 200 300 400 500 600 700 800
temperatura / °C
2-
14
04
-1
s .
E 21
O -3
D
la
-4
-5
— OCP
64 (C) —— OCP-Colageno
_7 T T T T 1
0 100 200 300 400 500

temperatura / °C

Figura 25. Curvas de TG/DTG obtidas para o (a) OCP, para a (b) mistura OCP-Colageno e (c) e curvas de DSC
para 0s mesmos.



51

100-
- 0.000
95
X
= ©
o --0.004 %,
7] IS
T 90+ -
= o
|_
| 0.008°
85-
(a)
80 T T T T T T T '0012
0 100 200 300 400 500 600 700 800
temperatura / °C
100-
95+ o~ 0.000
90
o
S g5 %)
I L -0.004 &
® 804 £
é ~
O
75 ,5
20- - -0.008
65-
(b)
60 T T T T T T T _0012
0 100 200 300 400 500 600 700 800
. temperatura / °C
44
= oA
IS
Q
D
Q -4
-8 —— DCPD
—— DCPD-Colageno
(©)
-12 T T T T 1
0 100 200 300 400 500
temperatura / °C

Figura 26. Curvas de TG/DTG obtidas para o (a) DCPD, para a (b) mistura DCPD-Colageno e (c) e curvas de
DSC para os mesmos.



52

A curva de DSC para a mistura DCPD-Col (Figura 26c) apresenta, além dos picos
citados para o DCPD puro, um pico endotérmico em 248°C, referente a degradacéo térmica
do colageno e, um outro pico, exotérmico, em 405°C, referente a carbonizacdo polimérica do
colageno.

A Figura 27 apresenta as curvas de DSC obtidas para o colageno puro e para as

misturas formados com o colageno e os fosfatos de célcio avaliados.

DSC / mw
&
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Figura 27. Curvas de DSC obtida para o colageno puro e na forma de mistura com HAp, OCP e DCPD.

Como considerado anteriormente, as curvas de DSC permitem calcular a temperatura
de desnaturacdo do colageno a partir da inflexdo da curva, esteja ele puro ou em presenca de
outros materiais. A Tabela 6 apresenta os valores deet€rminadas a partir das curvas de

DSC apresentadas na Figura 27.

Tabela 6. Temperatura de desnaturagéo do colageno puro e suas misturas com HAp, OCP e DCPD.

Material Temperatura de desnaturagaq)(1°C
Colageno 60,1
HAp-Colageno 58,9
OCP-Colageno 83,2
DCPD-Colageno 80,1

Os resultados da Tabela 4 mostram que a mistura com HAp ndo gerou alteracdo

significativa na | encontrada para o colageno puro. No entanto, as misturas com OCP e
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DCPD geraram um aumento ng de 38,4 e 33,3% respectivamente. Um aumentogda T
significa um aumento da estabilidade das moléculas do colageno ou da resisténcia da
molécula da proteina em se desdobrar devido ao tratamento térmico. O aumento da
estabilidade das fibras é representado pela presenca de um pico alargado e/ou de “ombros” na
curva (GELINSKY et al., 2008).

3.6. TESTE DE VIABILIDADE CELULAR — ENSAIO DO MTT

O ensaio colorimétrico de MTT é baseado na capacidade que a mitocondria celular
tem de reduzir o MTT, causando alteracdo de cor, o que pode ser quantificado por
espectrofotometria. Como esse tipo de reducéo sé ocorre em células metabolicamente ativas,
pode-se determinar o nivel de atividade celular comparando-se a quantidade de células viaveis
apos incubacdo com os materiais testados em relacédo & incubacdo de células em condicdes
idénticas, sem adicdo de interferentes, podendo-se definir, desta forma, se o composto
avaliado tem efeito citotoxico ou ndo sobre a célula.

Todos os grupos experimentais aqui testados nao demonstraram diferenca significativa
em relacdo ao grupo controle (branco) (p>0,05). Apesar de algumas diferencas significativas
entre os grupos analisados, destaca-se que todos 0s compostos testados, com colageno ou néc
nao apresentaram diferencas significativas com o grupo controle (com adicdo apenas de
DMSO) indicando que todos os materiais foram caracterizados como ndo sendo citotdxicos,
ainda que alguns possuam maior ou menor efeito sobre as células cultivadas.

No que se refere a HAp, vemos que 0 sua mistura com colageno apresentou melhor
desempenho que o fosfato puro, sendo que em algumas concentragdes (1000 ggl@0000
houve uma maior reducdo na porcentagem de sobrevida celular, sendo visivel também que,
tanto para o fosfato puro, quanto para a mistura, a reducdo na concentracdo do material
durante o cultivo celular aumenta a porcentagem de sobrevida das células. No caso do OCP,
nota-se que tanto o fosfato puro quanto sua mistura apresentaram comportamento semelhante,
havendo uma maior diminuicdo na sobrevida celular apenas quando do cultivo em presenca
da mistura OCP-colageno 100Q@/ml. Quanto ao DCPD os resultados ndo indicaram
reducdo na porcentagem de sobrevida celular (fosfato puro e mistura com colageno). Estes
resultados mostram que os fosfatos aqui estudados ndo apresentam citotoxicidade, podendo
assim ser indicados para tratamento de reposi¢cdo éssea. Os valores médios da porcentagem d

sobrevida celular sdo apresentados na Figura 28.
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3.7. AVALIACAO DA CINETICA DE SOLUBILIZACAO EM FLUIDO
FISIOLOGICO SIMULADO

Os dados mostram que a formacdo da mistura com o colageno, em todos 0s casos,
aumentou a solubilidade do biomaterial em FFS. Para HAp nota-se que a mistura com
colageno s6 passa a ser mais soluvel que a HAp pura a partir de 2h em contato com o FFS,
porém, a partir dai segue sendo mais soluvel. Apds 5h de testes notou-se que as misturas dos
materiais com coldgeno aumentaram a solubilidade da HAp, do OCP e do DCPD em,
respectivamente, 16, 27 e 34% . Isso mostra que o colageno afeta de forma mais efetiva a
solubilidade do DCPD, fosfato de calcio aqui apresentado com menor razao molar Ca/P. A
Figura 29 apresenta os dados de dissolucéo para a HAp e sua mistura com colageno, o OCP e

sua mistura com colageno e o DCPD e sua mistura com colageno.
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Figura 29. Curvas de dissolucao do calcio em FFS em funcdo do tempo para (a) a HAp e sua mistura com

colageno, (b) OCP e sua mistura com colageno e (c) DCPD e sua mistura com colageno.
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Quando comparadas as curvas de solubilidade do OCP e do DCPD, puros e na forma
de mistura como colageno, essas se apresentaram muito similares. Considerando-se 0s
fosfatos puros, o DCPD apresenta um aumento de solubilidade quase desprezivel a partir de
4h de imersao, sendo que apdés as 5h esse aumento é de apenas 6%. Ao se considerar a
misturas, nas duas primeiras horas o OCP-Col é ligeiramente mais soluvel, mas, apos 3h de
imersdo, as solubilidades praticamente se igualam. A partir de 4h, o DCPD-Col tem sua
solubilidade aumentada em relagdo ao OCP-Col, sendo que ao final das 5h o DCPD-Col foi
11% mais solavel que o OCP-Col. Apesar do OCP e o DCPD apresentarem morfologia e
caracterizacao cristalografica distintas acredita-se que o fato de estes materiais terem sido
sintetizados a partir dos mesmos precursores, com variacdo apenas da temperatura de sintest
confere a estes materiais comportamento semelhante diante do FFS.

A Figura 30 apresenta as curvas de solubilidade para os fosfatos puros e para suas
misturas separadamente. A analise da Figura 30 nos mostra que a HAp € o material mais
soltuvel quando comparado aos outros materiais aqui estudados, tanto quando puro, quanto
guando em forma de mistura. Tal fato ndo era esperado, posto que a HAp é um dos fosfatos
de calcio com maior razdo molar Ca/P (1,67), o que deveria conferir a este material uma
menor solubilidade, em especial quando comparado ao OCP e ao DCPD que possuem razéo
molar Ca/P menores (1,33 e 1,0 respectivamente). Quando se compara as curvas de
solubilidade para o fosfato puro, a HAp apresentou-se como sendo 31% mais soluvel que o
OCP e 26% mais soluvel que o DCPD. No que se refere as misturas com colageno, essa
diferenca foi um pouco menor, sendo que a HAp-Col foi 24% mais soluvel que o OCP-Col e
15% mais soluvel que o DCPD-Col.

Apesar de neste teste a HAp ter sido mais soluvel que o esperado, é fato que a HAp
sintetizada neste trabalho apresenta, em sua composi¢céo, a presenca de seus precursores C
reacdo. Os espectros de IV da HAp (Figura 7) identificaram, em todas as rotas de sintese
utilizadas para a HAp, além das bandas de fosfatos e de hidroxilas caracteristicas de HAp,
bandas de C-O, presentes na forma de carbonatos. O ion carbonato se associa a apatite
gerando a carbonatohidroxiapatita. Esses ions podem ser gerados a partir do gas carbénico,
presente no ar, e pela utilizacdo de solu¢cdes que contenham o ion. A presenca do ion
carbonato na apatita causa maior solubilidade em meio aquoso, sendo que a maxima
assimilacdo de carbonato pela HAp esta limitada em 22% em peso (LEGEROSpué91
VALENTE, 1999).
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Figura 30. Curvas de dissolugdo do calcio em funcdo do tempo para (a) HAp, OCP e DCPD e (b) suas

respectivas misturas com colageno.

A ordem da reacdo foi determinada pelo método gréafico (Anexo 1). Para todos os
materiais analisados, puros ou em mistura como colageno, a ordem de reacao do processo de
solubilizacdo é zero, ou seja, a velocidade da solubilizacdo do célcio ndo depende da
concentracdo do meio e acontecera enquanto houver calcio a ser dissolvido (ATKINS e
JONES, 2012). A partir dos graficos foi possivel calcular, também, a constante de velocidade
para cada um dos materiais testados (Tabela 7).

Tabela 7.Constante de velocidade para a dissolucéo do céalcio em FFS a partir dos diferentes fosfatos de célcio e

suas respectivas misturas.

Material Kops (Mg.cm.s™1)
HAp 3,89 x 10
ocCP 2,68 x 18

DCPD 2,87 x 10
HAp-Col 4,52 x 10
OCP-Col 3,42 x 16

DCPD-Col 3,85 x 18

A analise da Tabela 7 mostra, entdo, que dos fosfatos sintetizados a HAp é a que
apresenta maior constante de velocidade e portanto é o material que apresentara maior
velocidade de solubilizagdo em FFS. O OCP e o DCPD por suas vezes apresentaram
constantes muito parecidas e devem possuir velocidade de solubilizacdo similar. Verificou-se
também que as misturas obtidas pela adicdo do coldgeno sdo mais solUveis quando
comparadas aos fosfatos puros em todos os casos, indicando que o colageno hidrolisado

aumenta a velocidade de solubilizacdo dos materiais em FFS.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

A partir das caracterizagfes fisico-quimicas realizadas pode-se concluir que todas as
amostras apresentaram bandas de absor¢do no infravermelho relativas a presenca de fosfato
sendo que as misturas apresentaram também bandas caracteristicas de colageno, confirmandc
sua presenca nas misturas. As analises por DRX mostraram que a HAp foi obtida em todas as
rotas sintéticas avaliadas e o OCP e o DCPD foram obtidos a partir dos mesmos precursores,
com a diferenca de que o OCP foi sintetizado a 80°C e o DCPD em temperatura ambiente.
Quanto as analises das misturas, ndao foi possivel identificar a presenca do colageno nos
mesmos por DRX visto que o colageno ndo apresenta um padréo de difracdo caracteristico
por ndo ser uma amostra cristalina.

Os testes de adsorcdo de piridina demonstraram que todas as amostras testadas
apresentam sitios acidos (tanto de Bronsted, tanto quanto de Lewis), fator este que
proporciona ao material a capacidade de se ligar a moléculas que possuam pares de elétrons
livres, o0 que possibilita a utilizacdo destes materiais na formacdo de misturas com o colageno.
Sendo assim, como ndo ha diferenca relevante entre as amostras sintetizadas de HAp (exceto
quando a sintese € realizada em temperatura ambiente) nem entre as amostras de OCP obtida
a 80°C, foram escolhidos para a sintese das misturas a HAp e o OCP sintetizados a 80°C em
chapa aquecedora, considerando-se que estas rotas S0 as mais acessiveis e com menor cus
de sintese.

A analise térmica dos materiais caracterizou os fosfatos de calcio de acordo com suas
perdas de massa e evidenciou que, as misturas perdem maior quantidade de massa, em raza
de o colageno possuir baixa estabilidade térmica. As curvas de DSC para o colageno puro e
para as misturas avaliados indicaram que a presenca de OCP e DCPD no composito aumenta
a estabilidade do colageno e, consequentemente, ha uma maior resisténcia da molécula em se
desdobrar devido aos tratamentos térmicos.

As razdes molares Ca/P encontradas para os fosfatos, em especial para o DCPD e o
OCP, apresentaram um valor muito elevado em relagao ao estabelecido como referéncia, 1,0 e
1,33, respectivamente. Para a HAp, o valor esperado era de 1,67. Isso se deve, provavelmente,
ao fato de as reacbes ndo apresentarem rendimento de 100%, o que faz com que parte do
calcio quantificado seja proveniente dos precursores de reagdo (C&lOl, no caso da
HAp e CaCQ@ no caso do DCPD e OCP).
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Os testes de viabilidade celular mostraram que os materiais aqui avaliados ndo sao
citotoxicos, dado que ndo apresentam diferencas significativas na taxa de sobrevida celular
guando comparados ao teste controle. Foi possivel verificar também que esta taxa é maior
quando da presenca de alguns materiais testados (DCPD e DCPD-Col). Tais resultados
indicam, ainda, que estes materiais podem ser utilizados em reparacfes 6sseas, sem danos a
crescimento celular.

Os testes de solubilidade mostraram que os fosfatos quando em forma de misturas com
coldgeno tem sua solubilidade aumentada em relacdo a quando estdo puros. Verificou-se,
também, que apesar da HAp ser o fosfato aqui testado com maior razdo molar Ca/P, ela
apresentou-se como o fosfato mais solavel (tanto puro, quanto como em mistura). Este fato
deve-se provavelmente a incorporagcdo de carbonatos a estrutura da HAp, formando assim
uma carbonatohidroxiapatita.

5. CONCLUSAO

Foram desenvolvidos métodos de sintese para a HAp, o DCPD e o OCP de forma a
obter-se as melhores propriedades fisico-quimicas para os mesmos. Os fosfatos foram
utilizados na formacao de compaositos com o colageno hidrolisdo, porém verificou-se que ha a
formacdo de uma mistura entre 0os materiais e que estas nao apresentam citotoxicidade,
destacando-se o DCPD e sua mistura que geraram um ligeiro aumento na atividade celular
quando testados. Para todos os fosfatos e suas respectivas misturas verificou-se que eles sa«
soltuveis em fluido fisioldgico simulado apresentando ordem zero para a velocidade de
solubilizacdo em todos os casos. Os materiais aqui desenvolvidos podem, entéo, ser utilizados
para reparos e substituicdes 0sseas e dentarias, sendo necessario realizar umaimavaliagdo
vivo para verificar qual dos materiais apresenta taxa de reabsor¢cdo mais adequada.

Considera-se que o material desenvolvido deve ser avaliado também a partir de
implantes e respectivas avaliagd@s vivo para que estas possam ser comparadas aos
resultados obtidosn vitro. Essa comparacdo permitird fazer uma correlacdo entre o
comportamento tedrico e o comportamento real dos materiais sintetizados podendo ser
possivel reduzir a necessidade de avaliagdesvo quando do desenvolvimento de novos

materiais.
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ANEXO 1

DETERMINACAO DA ORDEM DA REACAO DE SOLUBILIZACAO A PARTIR DO
METODO GRAFICO.

As medidas para a determinacdo da velocidade de uma reacdo mostram que as taxas
de variacdo dependem da concentracdo de reagentes (e, algumas vezes, produtos). E possive
representar essa dependéncia em termos de equagOes diferenciais conhecidas como leis de
velocidade. As solucbes dessas equacOes sao utilizadas para prever as concentracdes de
espécies, em qualquer momento apos o inicio da reacao. A forma da lei de velocidade também
fornece certa compreensao sobre a série de passos elementares através dos quais uma reags
ocorre. A tarefa fundamental neste contexto € a construgédo da lei da velocidade a partir de um
mecanismo proposto e sua comparacdo com a experiéncia. Segundo Atkins e Jones (2012),
etapas elementares simples possuem leis de velocidade simples e essas leis podem sel
combinadas em conjunto, utilizando-se uma ou mais aproximagoes.

A construcdo de gréficos nos permite constatar qual a ordem de uma determinada
reacdo a partir da linearidade desses graficos. Deve-se para tanto construir trés graficos: o
primeiro com a concentracdo em funcdo do tempo (reacdo de ordem zero); o segundo
langando-se o logaritmo neperiano (In) da concentracdo em funcdo do tempo (reacéo de 12
ordem); e por fim considera-se o inverso da concentracdo em fungédo do tempo. De acordo

com essas consideracgdes, os graficos plotados sao apresentados nas Figuras 31 a 33.
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Figura 31. Grafico da concentracdo em fungéo do tempo (ordem zero).
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Figura 32. Grafico do logaritmo neperiano da concentragcao em funcéo do tempo (12 ordem).
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Figura 33. Grafico do inverso da concentragéo em funcao do tempo (22 ordem).

A analise das figuras permite verificar que o grafico construido a partir da
concentracdo em funcdo do tempo alcancou maior linearidade para todas as amostras quando
os valores sdo comparados com 0s obtidos nos outros dois graficos. Essa maior linearidade
indica entdo que a lei de velocidade da solubilizacdo do material em FFS € de ordem zero, 0
que indica que a solubilizacdo do célcio ndo depende da concentracdo do meio e continuara

acontecendo enquanto houver célcio a ser solubilizado.





