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Resumo

PAGANOTTO, Gian Francesco dos Reis. Sintese e caracterizacdo de diferentes
estruturas fibrosas de Hidroxiapatita utilizando o método de réplica de fibras
organicas (biotemplates). 2014. 52f. Trabalho de Conclusédo de Curso (Graduacéo
em Engenharia de Materiais) - Centro de Desenvolvimento Tecnolégico,
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2014.

O desenvolvimento de biomateriais tém se mostrado fundamental para a melhoria do
nivel e da qualidade de vida da populacdo. Este trabalho trata da sintese de uma
bioceramica, hidroxiapatita (HA), utilizando o método de réplica de biotemplates. Sua
sintese ocorre a partir da realizacdo da formacdo de uma resina pelo método
Pechini, qual é impregnada em diferentes materiais organicos com estruturas
porosas e entrelacada. A estrutura escolhida e impregnada passa por um tratamento
térmico para formar a hidroxiapatita em estrutura replicada. Posteriormente é
realizada uma série de caracterizacdes para avaliar as propriedades da bioceramica.
Foi realizada andlise por infravermelho (FTIR), difracdo de raios X (DRX),
fluorescéncia de raios X (EDX), analise de fisissorcao de nitrogénio (BET,BJH) e
microscopia eletrénica de varredura (MEV). As analises demonstraram que a
hidroxiapatita obtida apresenta estrutura cristalina hexagonal, segundo ficha PDF
89-6439. Os resultados de fisissorcdo de nitrogénio demonstraram que HA é
mesoporosa. A analise quimica por EDX demonstrou a presenca dos ions
formadores da HA. A analise por infravermelho apresentou picos caracteristicos da
HA, convalidando os resultados obtidos pela andlise de difracdo. As micrografias
apresentaram as microestruturas dos materiais organicos e suas réplicas, utilizando
o método do trabalho. O método utilizado mostrou-se eficaz para obtencdo de
bioceramicas em variadas formas porosas, podendo ser aplicado como um scaffold,
para area de regeneracao 0ssea.

Palavras-chave: hidroxiapatita; biotemplates; método de réplica



Abstract

PAGANOTTO, Gian Francesco dos Reis. Synthesis and characterization of different
fibrous structures Hydroxyapatite using the method replica organic fibers
(biotemplates). 2014. 52f. Coursework (Graduate in Materials Engineering) - Centro
de Desenvolvimento Tecnolégico, Universidade Federal de Pelotas, Pelotas, 2014.

The development of biomaterials have been shown to be critical to improving the
level and quality of life. This work deals with the synthesis of a bioceramics,
hydroxyapatite (HA) using the method replica biotemplates. Its synthesis occurs from
the day of formation of a resin by Pechini method , which is steeped in different
organic materials with porous structures and entwined . The structure chosen and
impregnated undergoes heat treatment to form the hydroxyapatite structure
replicated. Subsequently a number of characterizations to evaluate the properties of
bioceramics is performed. By infrared analysis ( FTIR ) , X-ray diffraction ( XRD ) , X-
ray fluorescence ( EDX ) analysis of nitrogen physisorption (BET , BJH) and scanning
electron microscopy (SEM) was performed . The analyzes showed that the
hydroxyapatite obtained has hexagonal crystal structure, according PDF 89-6439
record. The results of nitrogen physisorption showed that HA is mesoporous.
Chemical analysis by EDX showed the presence of ions forming the HA. The infrared
analysis showed characteristic peaks of HA, convalidando the results obtained by
diffraction analysis. The micrographs show the microstructures of organic materials
and their replicas using the method of working. The method used was effective for
obtaining porous bioceramics in various forms and can be applied as a scaffold for
bone regeneration area.

Key-words: Hydroxyapatite; biotemplates; method replica
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1. Introducéo

O desgaste do corpo humano assim como a perda de suas funcbes € um
processo que ocorre naturalmente com o envelhecimento. Mesmo que os fatores
deste processo ndo sejam totalmente entendidos, as respostas do corpo em virtude
deste envelhecimento sdo nitidas. Algumas partes do sistema biolégico humano
comecam a perder suas propriedades e com o decorrer do tempo falham, causando
uma série de inconvenientes. O mau funcionamento deste sistema gera diversos
incébmodos, tais como dores, processos inflamatérios e até a perda da funcionalidade
de orgdos e tecidos que o constituem (OREFICE et al., 2012). Com isto, 0
desenvolvimento de biomateriais apresenta papel fundamental na melhoria do nivel
de vida das pessoas devido ao aumento da expectativa e da qualidade de vida, em
funcdo das melhorias nas condicbes de saude e bem estar da populacéo
(VOLKMER, 2006).

O conhecimento sobre biomateriais ndo € algo recente, porém sua aplicacao
de forma adequada €, pois se faz necessario o entendimento de diversos fatores
para sua utilizacdo. Entre eles, e mais importante, € o comportamento biolégico do
corpo humano, e principalmente da regido que recebera o implante, pois, a partir da
necessidade do corpo sera moldado o biomaterial coerente e mais adequado com
propriedades definidas para tal acdo (BICALHO et al., 2011).

O sistema bioldgico dos seres humanos estd em constante evolucao,
apresentando uma série de modificacdes com o decorrer do tempo. Desta forma, a
realizacdo do estudo cientifico e desenvolvimento de determinado biomaterial, pode
sofrer mudancgas a qualquer momento, mesmo depois de confeccionado para sua
aplicacdo, pois sua utilizacdo tem de se adequar ao lugar em que sera colocado.
Desta forma, vém crescendo cada vez mais 0 numero de pesquisas relacionadas
com o desenvolvimento e processamento de diferentes tipos de biomateriais com as
mais variadas aplicagbes, 0os quais envolvem todas as classes de materiais, tais
como os metdlicos, ceramicos, poliméricos e compdsitos (ANGELO, 2008; BICALHO
et al., 2011; OREFICE et al., 2012).

Dentre os diversos tipos de biomateriais, as bioceramicas apresentam um
grande interesse de aplicacdo devido as suas propriedades mecanicas, inércia

qguimica, biocompatibilidade e/ou bioatividade, que dependerdo do tipo de



bioceramica aplicada (DOURADO, 2006; GERHARDT; BOCCACCINI, 2010;
VOLKMER, 2006). As ceramicas utilizadas como biomateriais sdo subdivididas em
classes, de acordo com o tipo de interacdo com o sistema biolégico, podendo ser
classificadas como ceramicas inertes (quase inertes) ou ceramicas bioativas.
Aquelas classificadas como inerte ndo interagem com o sistema biolégico, mas
também ndo apresentam elevado grau de rejeicdo, ou seja, sAo compativeis e em
certo grau tornam-se inertes. As ceramicas bioativas interagem em certo grau com a
regido na qual € implantada favorecendo sua adaptacdo ao corpo e, muitas vezes,
acelerando o processo de cura da regido (BAUER et al.,, 2012; BICALHO et al.,
2011; OREFICE et al., 2012; VOLKMER, 2006).

Dentre as ceramicas bioativas, temos a classe dos fosfatos de calcio, classe a
qual pertence a hidroxiapatita (HA), cuja formula quimica €& Caip(PO4)s(OH)2,
possuindo composicdo quimica similar a fase mineral dos ossos e dentes humanos.
A hidroxiapatita j& € bastante utilizada nas areas da odontologia e medicina, muitas
vezes como substituto 6sseo, devido as suas caracteristicas como ceramica
bioativa. Tal similaridade favorece o crescimento 6sseo nos locais onde a HA é
implantada, por meio de ligagBes de natureza quimica, uma vez que as células da
regido onde serd implantada a HA ndo fazem distingdo entre a HA aplicada e a
superficie 6ssea (AFSHAR et al.,, 2003; ANGELO, 2008; BAUER et al.,, 2012;
DOURADO, 2006; HE et al, 2012; OREFICE et al., 2012; VOLKMER, 2006; WATARI
et al., 2004).

Inimeras técnicas sao utilizadas para producdo da HA, as quais sao
classificadas em funcdo do processamento e/ou do estado e fase em que ocorreréo
as reac0Oes originarias da HA. Porém, estas técnicas podem subdividir-se em trés
grupos. No primeiro grupo estdo os métodos para sintese dos pés de HA, como os
métodos via seca, via Umida e processos hidrotermais. Os pés formados por estes
métodos muitas vezes sao utilizados no segundo grupo para confeccionar as formas
desejadas de HA. Assim, no segundo grupo enquadram-se 0s processos e métodos
para producdo de HA densa e macroporosa (contendo no maximo 5% em poros),
que incluem meétodos como sinterizacdo sob pressdo, prensagem a quente,
prensagem isostatica a quente (todos estes métodos sdo submetidos a sinterizacao)
e demais métodos que produzam HA com as caracteristicas descritas anteriormente.

O dultimo grupo consiste nos métodos aplicados a producédo de HA porosa, como o



método da réplica de esponja polimérica, conversdo hidrotermal de corais, reacfes
no estado solido com eliminagbes de gases, entre outros que visam produzir HA
porosa (BICALHO et al., 2011; HE et al., 2010; HE et al., 2012; LACERDA, 2005;
MOBASHERPOUR et al., 2007; MOTSKIN et al., 2009; OREFICE et al., 2012; RIGO
et al., 2007; RODRIGUES et al., 2012; SANTOS et al., 2005; VOLKMER, 2006).

Muitos estudos demonstram a utilizacdo da HA como scaffolds (matriz
extracelular), principalmente em combinagcdo com outros materiais formando
compositos que usam a atribuicdo de bioatividade dado a HA. Além de todos os
fatores relacionados com as propriedades biologicas, principalmente a
biocompatibilidade do material, outro fator muito importante nos scaffolds s&o suas
propriedades fisico-quimicas, as quais influenciam e muito nos resultados obtidos
com sua utilizagdo. O numero, tamanho, distribuicdo e forma de poros, area
superficial do material assim como sua forma séo alguns dos diversos fatores que
podem influenciar nas propriedades finais de um scaffold (ANGELO, 2008; BAUER
et al., 2012; BICALHO et al., 2011; FROHBERGH et al., 2012; LACERDA, 2005;
SADAT-SHOJAI et al., 2013; WATARI et al., 2004; ZAKHAROQV et al., 2004; ZHAO
et al., 2011).

A éarea do conhecimento que engloba o estudo dos scaffolds é a Engenharia
de Tecidos, que envolve todo estudo e conhecimento sobre manipulacdo e
desenvolvimento de organismos (células, tecidos, 6rgdos ou moléculas) para
substituir ou melhorar partes do corpo defeituosas ou danificadas (OREFICE et al.,
2012; RODRIGUES et al., 2012; FROHBERGH et al., 2012).

Este trabalho visa o estudo da sintese e caracterizacdo de HA em diversas
formas fibrosas, usando diferentes fibras de origem organica como biotemplates, por
meio de rota quimica pelo processo de réplica, visando sua posterior aplicacdo como

scaffold na area da odontologia.



2. Objetivos

2.1. Geral

Realizar a sintese das diferentes fibras de HA utilizando o método dos
precursores poliméricos e a técnica da réplica de fibras organicas (biotemplates),
visando a obtencdo de diferentes formatos de fibras para futura avaliacdo de suas

propriedades como scaffold.

2.2. Especificos

o Realizar o controle estequiométrico por meio de célculos de balanco a fim de
obter reacdo correta com distribuicdo adequada de reagentes para obtencdo dos
produtos;

o Realizar o procedimento de sintese das diferentes fibras, controlando todo o
processo de reacfGes quimicas, impregnacdo dos biotemplates e tratamentos
térmicos;

o Caracterizar as fibras de HA quanto sua morfologia, composicdo de fases

cristalografica, composicéo e formacao quimica, porosidade e area superficial.



3. Revisao Bibliografica

3.1. Biomateriais

Os biomateriais apresentam grande campo de aplicagcdo, devido
essencialmente aos beneficios que trazem aos seres humanos quando ajudam a
melhorar suas condi¢des e nivel de vida. Os custos associados aos biomateriais sao
0S mais diversos, porém ndo estdo entre os principais critérios de selecdo de
materiais. Em geral possuem custos relativamente altos e vém ganhando cada vez
mais espago no quadro economico do mercado mundial. Esta crescente demanda
esta associada, dentre outros fatores, com o0 aumento da populacéo e da expectativa
de vida. Como um exemplo, em 2000 o mercado mundial de biomateriais foi
estimado em US$ 23 bilhGes, e a taxa de crescimento de 12% ao ano,
ultrapassando, pela estimativa, US$ 40 bilhdes de dolares em 2005. Deste mercado,
cerca de 35% € dos Estados Unidos (EUA), 25% da Europa e o restante (40%)
divido entre os demais paises (FARIA et al., 2012; SOARES, 2006).

A figura 1 demonstra os histogramas de investimento em délares dos Estados
Unidos em 2009, com valores que superam o mercado mundial em 2000 (OLIVEIRA,
2010). Apesar de o Brasil estar representando uma parte pequena do mercado
mundial, em 2004 o SUS (Sistema Unico de Saude) apresentou gastos de R$ 145
milhBes com proteses ortopédicas, das quais R$ 30 milhées foram para compra de
préteses para artroplastia total de quadril (FARIA et al., 2012; SOARES, 2006).

Biomateriais € uma classe de materiais com aplicacdo em dispositivos
meédicos e sistemas bioldgicos, utilizados em contato direto ou indireto com o corpo
humano. Existem diversas definicbes para biomateriais, as quais partem de centros
e comités internacionais de pesquisas e desenvolvimento de biomateriais, e sua
utilizacdo € normatizada e fiscalizada por 6rgaos especificos, como por exemplo,
ABNT e ANVISA (SOARES, 2006).

Todas as definicbes para biomateriais apresentam o mesmo principio que é
determinar as propriedades necessarias para que um material esteja incluso na

classe dos biomateriais. Dentre as definicdes, uma das mais correntes & dada por



Park e Bronzino (2002), na qual descreve que “Biomateriais sdo todos os materiais
que, de modo continuo ou intermitente, entram em contato com fluidos corporeos,

mesmo que estejam localizados fora do corpo”.
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Figura 1- llustracdo do diagrama de mercado de produtos em ddlares (US$) por ano; a) musculos-
esqueletais, b) ortopédicos e c) implantes dentarios.
Fonte: Oliveira, 2010.

Entretanto, uma das definicbes mais aceitas pela comunidade pesquisadora
foi dada na Conferencia de Consenso em Biomateriais para Aplicacfes Clinicas de
1982 como sendo “toda substéncia (com excegédo das drogas) ou combinacédo de
substancias de origem sintética ou natural que durante um periodo de tempo
indeterminado é empregado como um todo ou parte integrante de um sistema para
tratamento, ampliagdo ou substituicdo de quaisquer tecidos, 6rgdos ou funcdes
corporais” (ANGELO, 2008; WILLIAMS, 1987). Assim, uma maneira mais
simplificada e a0 mesmo tempo abrangente para definir os biomateriais pode ser
dada como “qualquer material de qualquer natureza, que ndo seja vivo, nao seja

droga ou farmaco, que venha a melhorar, diagnosticar, substituir ou repor partes do



corpo do ser vivo animal”. Tal definicdo nos permite rotular, como biomateriais, todos
0s materiais empregados na medicina, odontologia, medicina veterinaria e
farmacologia, que possuem contato direto ou indireto com o corpo humano (CUNHA,
2010; OREFICE et al., 2012; VOLKMER, 2006).

Embora os biomateriais apresentem uma definicdo que amplia os horizontes
para aplicagdo de diversos materiais, existem muitas etapas de caracterizagédo e
avaliacdo do empenho destes materiais para que sejam utilizados frente ao corpo
humano. O maior e mais importante indicativo da aplicacado dos diferentes materiais
como biomateriais, € que estes sejam biocompativeis. Este indicativo surge como
ponto de partida para selecdo de materiais em prol da confeccdo de qualquer
biomaterial, desencadeando uma série de definicbes apresentadas por diferentes
autores ao longo do tempo com o mesmo objetivo (BAUER et al., 2012; OREFICE et
al., 2012; SADAT-SHOJAI et al., 2013; SHI et al., 2004; VOLKMER, 2006).

As primeiras consideracbes sobre definicbes de biocompatibilidade
analisavam somente fatores iniciais da presenca do material implantado no corpo, ou
seja, avaliavam se o implante apresentaria rejeicdo ou ndo depois de implantados.
Entretanto, a biocompatibilidade entendida hoje possui diferentes pontos de analises
e segundo Oréfice (2012, p.483) sua definicdo tem de ser baseada em funcéo das
diversas interacbes que ocorrem entre o material e o organismo, principalmente na
interface entre ambos.

Desta maneira, apresentar uma unica definicdo para biocompatibilidade seria
ignorar suas diversas variaveis, logo, seria uma definicdo incompleta. Dentro deste
contexto diversas literaturas referem-se entdo a biocompatibilidade como sendo o
resultado do estudo sobre o comportamento biolégico do material, demonstrando a
capacidade ou habilidade de apresentar um desempenho biologico satisfatorio em
uma situacdo especifica. Entdo, para afirmar que um material em préatica é
biocompativel se faz necessario todo o processo de caracterizacdo biolégica in vitro
e em in vivo (FROHBERGH et al., 2012; LACERDA, 2005; OREFICE et al., 2012:
SHI et al., 2004; VOLKMER, 2006).

A avaliacdo de biocompatibilidade é de fundamental importancia, e, como
descrito anteriormente, € o ponto inicial da avaliacdo de um material para aplicacao
como biomaterial. Para isto, €& necessaria a classificacdo quanto a sua

biofuncionalidade, a qual define que um biomaterial deve apresentar um conjunto de



propriedades que o tornem capaz de realizar uma fungcdo desejada no tempo
necessario, apresentando o minimo de reagdes alérgicas e/ou inflamatorias.

Em pratica, um biomaterial tem de ser biocompativel e biofuncional ao mesmo
tempo. Isto quer dizer que ndo adiantaria um material ser biocompativel, mas perder
suas propriedades antes do tempo desejado, levando a falha do implante. Por isso
tornam-se indispensaveis as caracteriza¢des biolégicas em biomateriais, as quais
atualmente apresentam-se definidas em normas estabelecidas por 6rgdos nacionais
e internacionais de normas técnicas (ASTM, ABNT, por exemplo). A avaliagdo in
vitro € normalmente descrita pela literatura como sendo a analise inicial e
indispensavel para avaliar o comportamento e compatibilidade dos biomateriais
empregando métodos de cultivo celular (GERHARDT; BOCCACCINI, 2010;
OREFICE et al., 2012)

Em geral sdo realizados testes de citotoxicidade com células diferenciadas,
podendo avaliar o comportamento do biomaterial em diferentes cultivos celulares,
obtendo diversas respostas em termos de morfologia, proliferacdo, adesao,
viabilidade entre outros, que dependerdo da técnica de cultivo aplicada. Segundo
Oréfice (2012, p.286), a toxicidade de um biomaterial é definida por “capacidade de
liberar substancias que possam causar danos ou morte celular, direta ou
indiretamente, através da inibicdo de vias metabdlicas”. Existem diversas normas
para testes de avaliagao in vitro, e dentre os mais utilizados por literaturas podem
ser citados o Teste do Contato Direto (ASTM-F813), o Teste de Difusdo em Agar
(ASTM-F895) e o Teste de Eluicdo (USP 23) (FROHBERG et al., 2012; GERHARDT,;
BOCCACCINI, 2010; KRUGER; GROLL, 2012; MOTSKIN et al, 2009; OREFICE et
al., 2012; SHI et al, 2004; ZHAO et al., 2011).

A avaliagdo in vitro consegue aludir os mais variados comportamentos do
biomaterial com as células, facilitando o entendimento da atuacdo dos biomateriais
com o tecido original e, em alguns casos, aproximando-se dos resultados obtidos
com a aplicagdo in vivo. Entretanto, a analise in vivo & fundamental para prever as
possiveis reacdes adversas que ocorrerdo a curto e longo prazo. Elas descrevem o
comportamento do biomaterial em termos quimico, fisico e biolégico perante o
sistema bioldgico do corpo humano, que €& acompanhado por equipes
interdisciplinares por meio de avalia¢des clinicas, histoldgicas, mecénicas e quimico-

reacionais. A avaliagdo da ocorréncia e tempo de degradacdo do biomaterial,



eliminacdo de materiais que tornam-se toxicos, perda de propriedades mecanicas,
resposta inflamatoria, aguda e crénica s6 podem, muitas vezes, serem expressas
como resultado final apds testes in vivo (GERHARDT; BOCCACCINI, 2010;
KRUGER; GROLL, 2012; OREFICE et al., 2012; SHI et al., 2004).

Assim sendo, os fatores para a escolha de um biomaterial, que seja aceito
clinicamente, seguem uma ordem de avaliacdo, que comeca por uma criteriosa
selecdo dos possiveis biomateriais (levando em consideracdo o meio bioldgico em
que ira atuar e as propriedades necessarias do local em que o biomaterial sera
implantado), seguido por sua avaliacdo in vitro (avaliando sua biocompatibilidade) e
por fim os testes de avaliacdo in vivo (avaliando a biofuncionalidade). Desta maneira
compondo os critérios fundamentais para aplicacao clinica, o biomaterial deve:

o Ser biocompativel e biofuncional

. Apresentar propriedades minimas exigidas pelo local a ser implantado
(tais como resisténcia a degradagao, mecanica, por exemplo)

. Ser esterilizavel.

3.1.1 Classificagao dos Biomateriais

Os biomateriais podem ser classificados segundo suas propriedades
intrinsecas (mecanicas e fisico-quimicas) e composicédo quimica, e em funcdo dos
diferentes tipos de interacdo que realizam com o sistema biolégico. Com a evolucgéo
do desenvolvimento e pesquisa nesta area de materiais, foi possivel avaliar as
diversas interagfes e 0 comportamento que estes apresentam em contato com o
corpo, indicando as propriedades caracteristicas dos diferentes materiais para
aplicacdes especificas como biomateriais (OREFICE et al., 2012, SHI et al., 2004).

A figura 2 apresenta um fluxograma demonstrando todas as classes de
biomateriais existentes, que s@o basicamente divididos em materiais biol6gicos
(bioenxertos) e sintéticos. Também € possivel evidenciar, a partir deste fluxograma,
gue a classificacdo do biomaterial ndo depende unicamente de sua composi¢ao, e
sim, de sua associacdo com o meio biolégico. Os materiais poliméricos, ceramicos,
metalicos e compadsitos sdo classificados separadamente no estudo da ciéncia dos
materiais, entretanto, quando € avaliada sua classificagdo em meio biologico, podem

apresentar-se de maneira associada nos topicos de classificagdo por meio de sua
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interacdo com o0 meio biologico. Deste modo, muitas literaturas referenciam a
classificacdo de biomateriais em fungdo do seu comportamento no meio bioldgico. A
seguir é descrito as definicbes destes diferentes comportamentos, assim como as
definicbes da classificacdo dos materiais naturais (BAUER et al., 2012; GERHARDT;
BOCCACCINI, 2010; GUASTALDI; APARECIDA, 2010; OREFICE et al., 2012; SHI
et al., 2004; VOLKMER, 2006).

Biomateriais
Bioldgicos ou bioenxertos
Heterégenos

|

Biodegradaveis/

Biotoleraveis

Bioativos Bioinertes

Bioreabsorviveis

Polimeros

113

Compasitos

;

Figura 2 - Fluxograma demonstrativo da classificacdo e relacdo dos biomateriais.
Fonte: O autor.

3.1.1.1 Biomateriais Biol6égicos ou Bioenxertos

Esta classe de biomateriais inclui agueles que séo formados parcial ou
totalmente de materiais de tecidos vivos (sendo estes nédo utilizados em estado vivo).
Séo classificados devido a origem do ser vivo de onde foram retirados, e também em
funcdo de sua aplicagdo. Esta ultima pode ser de duas formas. Uma é denominada

como viaveis, no caso do biomaterial ser implantado ainda fresco, ou seja, pouco
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depois de retirado do tecido vivo mantendo sua viabilidade preservada. E a outra € a
biolizada onde os biomateriais, retirados de tecidos vivos, passam por processos
quimicos. Na classificagcdo dos biomateriais biolégicos é correto entdo considerar
também a sua aplicacdo (FROHBERGH et al., 2012; OREFICE et al., 2012).

. Autdgenos: sdo aqueles em que o tecido, originario do biomaterial,
retirado do préprio individuo em qual sera aplicado.

o Homaogenos: Sdo aqueles em que o tecido é retirado de outro individuo
da mesma espécie.

. Heter6genos: S&o os casos em que o tecido utilizado é retirado de

outras espécies animais.

Uma vez gque estes materiais partem de organismos vivos, era de se esperar
bons resultados de aplicacdo dos mesmos. Entretanto, na pratica ocorre o contrario
do que se imagina. Estes biomateriais apresentam diversas modificacdes levando,
muitas vezes, a contaminacdes e rejeicdes. Por isso o interesse pela utilizacdo de
biomateriais sintéticos cresce cada vez mais, pois com eles é possivel ter um
controle maior sobre suas propriedades, e muitos estudos apontam para a
combinacao entre biomateriais biolégicos e sintéticos.

3.1.1.2 Biomateriais Sintéticos

Esta classe de biomateriais inclui os materiais ceramicos, metdlicos,
poliméricos e compoésitos. Escolher um biomaterial desta classe pelas suas
propriedades intrinsecas ndo é o mais adequado, podendo até ser um erro fatal.

Como por exemplo, é avaliada a situacdo de um local a ser implantado e
conclui-se que € necessario um material com elevada tenacidade a fratura e alta
ductilidade. Estes fatores indicam para os materiais metalicos, e, até mesmo por
custos, € escolhido um acgo inox 314. Passado um tempo apés o implante, 0 mesmo
comeca a demonstrar perda precoce de suas propriedades, isso agravado, por
exemplo, devido ao meio onde foi implantado ser corrosivo. Logo, é imprescindivel
gue a escolha do biomaterial leve em consideracao as interagdes do biomaterial com

0 meio biolégico.
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Deste modo, € comum que os biomateriais sintéticos sejam também
classificados em funcdo de sua interacdo com o0s tecidos, ou seja, seu
comportamento bioldgico, como descrito a seguir:

. Biotoleraveis: sdo materiais tolerados pelo organismo, sendo isolados
dos tecidos adjacentes (tecidos dsseos, por exemplo) através da formacgédo de uma
camada envoltéria de tecido fibroso ndo aderente. Esta camada impede o contato
direto entre o implante e o tecido, e quanto maior for a espessura desta camada,
menor € a tolerancia dos tecidos ao material, levando a possivel instabilidade e falha
do implante. Ocorre muitas vezes, nesta classe, a liberacdo de componentes do
material implantado, o que néo é desejado.

. Bioinertes (Quase inertes): sdo materiais também tolerados pelo
organismo, porém formam uma camada de tecido fibroso com espessura menor e a
liberacdo de componentes do implante é minima ou nula. A figura 3.a elucida a
formacao do tecido fibroso entre implante e tecido 6sseo, que ocorre também nos
biotoleraveis.

o Biodegradaveis e Bioreabsorviveis: sdo materiais que, apos certo
periodo de tempo em contato com os tecidos, acabam sendo degradados,
solubilizados ou fagocitados pelo organismo. Materiais bioreabsorviveis sao
distinguidos por seus produtos de degradacdo serem utilizados pelo corpo,
geralmente para compor a funcéo debilitada.

. Bioativos: S&do materiais em que ocorrem ligacbes de natureza
guimica entre implante e tecido 6sseo, promovendo a osteointegracéo (reposicao de
tecido 6sseo), principalmente em funcdo da similitude quimica entre estes materiais
e o tecido 6sseo. Um dos principais materiais utilizados € a hidroxiapatita. A figura
3.b ilustra tal comportamento.

Material 4 Osso Material Osso
Capsula Fibrosa

(@) (b)

Figura 3- Tipos de interacdo entre implante e organismo: (a) Bioinertes e Biotoleraveis (b) Bioativos
Fonte: Guastaldi e Aparecida, 2010.
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3.2 Engenharia Tecidual

E uma éarea do conhecimento na quais muitos biomateriais estfo destinados,
e que, devido aos diversos fatores positivos e a complexidade existente nesta area,
aumenta cada vez mais 0 numero de pesquisas relacionadas com o seu
desenvolvimento. A complexidade do entendimento sobre engenharia de tecidos
estd no fato de sua ampla necessidade do conhecimento em diversas areas da
ciéncia, ou seja, ela pode ser considerada uma ciéncia multidisciplinar, envolvendo
areas como ciéncias biolégicas, ciéncias da saude, ciéncias dos materiais e
engenharias. A engenharia de tecidos consiste basicamente na regeneracdo de
orgdos e tecidos vivos, ou seja, na aplicacdo dos principios e métodos de
engenharia e ciéncias da vida visando desenvolver substitutos biolégicos para
restabelecer a funcado de um érgao debilitado ou perdido (LANGER; VACANTI, 1993;
OREFICE et al., 2012).

Os processos abordados na engenharia de tecidos envolvem muitas etapas
complexas, porém é possivel explica-la de forma resumida. Segundo Oréfice (2012,
p.497), é essencial a existéncia de células com poder de resposta, uma matriz
adequada de biomaterial sintético ou natural e cultivo adequado para células
secretarem componentes da matriz extracelular. Estando tudo de acordo, células
(células-tronco ou embrionarias), geralmente retiradas do préprio paciente, séo
expandidas em matriz tridimensional (Scaffold) providas de fatores de crescimento e
diferenciacdo e posteriormente cultivadas in vitro criando o tecido vivo que sera
utilizado como substituto da regido afetada do paciente. E, por adequacao, o scaffold
deveria ser degradado, reabsorvido ou integrado ao corpo para prevenir quaisquer
tipos de riscos em longo prazo devido a presenca do mesmo. A figura 4 demonstra
todo processo descrito anteriormente.

No processo de engenharia de tecidos existem por definicbes trés principais
variaveis que sao as matrizes (Scaffold), células (diferenciadas ou indiferenciadas) e
0S agentes bioativos. As matrizes apresentam-se em forma porosa tridimensional e
atuam como estruturas para auxiliar as células na formacéo do tecido novo e em
desenvolvimento. As arquiteturas obtidas nas matrizes sdo apropriadas aos arranjos

tridimensionais celulares, servindo como guia e indicador de forma dos tecidos.
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Dentre os diversos quesitos para selecdo dos biomateriais adequados para
aplicagcdo como scaffold, destacam-se os biomateriais bioativos e bioreabsorviveis,
com boas propriedades mecéanicas em meio fisioldgica, baixa imunogeneicidade e
toxicidade. As estruturas formadas devem apresentar elevado grau de porosidade,
distribuicAo homogénea e distribuicdo espacial, pois isso promove 0 ancoramento
das células e a réapida regeneracdo dos tecidos. Matrizes feitas com HA tém
apresentado grande interesse de aplicacdo na ET, devido suas propriedades
bioativas, principalmente para aplicacdo em regeneracao de tecidos 6sseos, devido
sua similaridade com o tecido &sseo original (FROHBERGH et al., 2012;
GERHARDT; BOCCACCINI, 2010; LANGER; VACANTI, 1993; OREFICE et al.,
2012).

Implantagéo
Cranio Cérebro
Cultivo celular : " ¢ :
Célula * Matriz  * in vitro # Olho b £ Ou‘_"do )
(Scaffold) Mandibula VAR Maxilofacial
. _ 5 X t' : Valvula cardiaca
— ¥ \ Traquéia -—'}
\ . Aorta
‘ Caixa toracica | b~k Artéria pulmonar
x » . \ » - Ma | di
> K e Figado usculo cardiaco
vl sy 2 +__ coluna cervical
=i X pancreas Iy
0 . Iy P
c A 4 ‘ Intestino  + 71 \ [ pele
) o |
o m— 5
Prostota (:"“ \ / ] T
= As células podem ser especificas, células-tronco ou embrionarias. Bexi el /‘ c
: 5 e exiga
Elas podem ainda ser autélogas ou alogénicas I\
+ A matriz pode ser natural ou sintética. Ela pode ser fibrosa, Uretra .
em forma de espumas ou capsulas. =~ joelhos
'

# Culturas in vitro podem ser estaticas, com agitacao
ou sob condigdes dinamicas de fluxo

Figura 4 - Abordagem geral de todo o processo de engenharia de tecidos.
Fonte: Oréfice et al, 2012, p.497.

No caso das ceramicas bioativas sao utilizados vidros do sistema SiO,-CaO-
P,0s, vitroceramicas e fosfatos de célcio, como a hidroxiapatita, e, no caso de
ceramicas biodegradaveis sdo empregados alguns vidros e fosfato de calcio, como o
fosfato tricalcico (FROHBERGH et al., 2012; GERHARDT; BOCCACCINI, 2010;
OREFICE et al., 2012).
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No caso dos polimeros, sédo utilizados polimeros sintéticos de composi¢ao
biodegradavel ou bioativa, como por exemplo, poli(acido glicélico), poli(acido latico)
etc. Recentemente tém sido mais utilizados os polimeros naturais, que possuem
como vantagens sua degradabilidade controlada e facil reconhecimento biol6gico,
como exemplo, os alginatos, colageno etc. (BITTENCOURT et al., 2009; OREFICE
et al., 2012; PLACE et al., 2009).

Muitos estudos detém-se no desenvolvimento de combinacfes entre estes
biomateriais, gerando compadsitos, os quais tém demonstrado resultados 6timos,
devido a obtencdo de propriedades melhores ou especificas para uma dada
aplicacao (PLACE et al., 2009; TAN et al., 2009).

3.3. Bioceramicas

Os materiais ceramicos sdo compostos inorganicos, ndo metalicos, com
elevada energia de ligacdo entre seus atomos fazendo com que possuam elevado
ponto de fusdo, e geralmente apresenta uma elevada dureza e comportamento
fragil, baixa condutividade térmica e elétrica (6timos isolantes). Tais caracteristicas
as tornam resistentes a corrosao, ao desgaste, a temperaturas elevadas e faz com
gue apresentem baixa deformacéo sobre esfor¢os, baixa densidade em relacdo aos
metais, e uma série de outras propriedades que podem ser especificas de cada tipo
de ceramica. Oferecem uma extensa faixa de aplicacdo na nossa vida cotidiana, e
na area da sadde ja € utilizada a um bom tempo (OREFICE et al., 2012).

Entretanto, a utilizacdo das bioceramicas intracorpdria, de maneira conhecida
e com resposta satisfatéria, data das ultimas seis décadas. Pois, com os avancos da
tecnologia em termos de pesquisa e andlise dos materiais, foi possivel avaliar suas
aplicacbes na area biomédica, constatando em diferentes cerdmicos suas Otimas
propriedades, podendo destacar-se principalmente sua estabilidade quimica
elevada, biocompatibilidade e excelentes propriedades tribologicas. As bioceramicas

s&o classificadas como segue (OREFICE et al., 2012).
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3.3.1. Ceramicas Inertes (ou Quase Inertes)

Neste grupo as ceramicas sdo bioinertes, ou seja, sua presenca € tolerada
pelo organismo, formando um envoltério de tecido fibroso. Este envoltorio apresenta
espessura relativamente pequena levando a uma boa adesédo entre tecido e
implante, porém, tal adeséo é devido a um ancoramento mecénico. Esse fator ndo é
problema se ocorrer um bom contato mecanico, entretanto, se sofrer movimento
relativo acentuado, o implante pode afrouxar. Contudo, os ceramicos desta classe
costumam apresentar bons resultados de implante, que sdo usados na maioria das
vezes em situacdes de necessidades de maiores esfor¢cos. E nesta classe estdo a
Alumina (Al,O3), Carbono (pirolitico, vitreo e depositado por vapor) e a Zirconia
(ZrOy) (tetragonal estabilizada com itria (y.Oz) e parcialmente estabilizada com

magnésia (MgO)).

3.3.2. Ceramicas Porosas e Recobrimento Ceramico

Estes tipos de bioceramicas estdo relacionados a disposicéo final para uso,
nas quais podem ser empregadas tanto as ceramicas bioativas quanto as inertes. As
ceramicas porosas sao, muitas vezes, sintetizadas por técnicas especificas com o
objetivo de se obter poros com tamanho minimo de 100 um. Entre as técnicas
utilizadas estdo o processo de incorporacdo de substancias volateis, rotas sol-gel,
réplica de estrutura polimérica porosa e suspensao ceramica.

Os processos de recobrimento consistem em recobrir superficies dos mais
variados biomateriais com uma camada fina ou espessa de bioceramica. Em geral,
para tal, sdo utilizados processos de deposi¢éo fisica ou quimica, em fase vapor,
como por exemplo, a deposicao fisica ou quimica em fase vapor (PVD ou CVD),
deposicao por rotacao (spin coating), deposicao por imersao (dip coating) etc.

Geralmente, estas ceramicas séo produzidas com as ceramicas bioativas e as
bioreabsorviveis. Isto devido essencialmente as propriedades que elas apresentam
frente ao tecido. No caso de revestimentos com ceramicas bioativas, melhoram a
adesao de implantes confeccionados com outros biomateriais, criando uma adesao

superficial de carater quimico. As ceramicas porosas permitem melhor interacdo com
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o tecido, dependo do tamanho de poros, e tornam o processo de osteoconducéo

(criacdo de nova camada 0ssea) mais eficaz.

3.3.3. Ceramicas bioreabsorviveis

Esta classe destina-se a ceramicas que séo capazes de degradar-se
progressivamente e serem substituidos pelo tecido hospedeiro. S&8o poucas as
ceramicas existentes nesta classe de materiais, como o fosfato tricalcico, biovidros e
vitroceramicas. Existem muitos estudos direcionados na obtencdo de materiais que
sejam reabsorviveis e bioativos, e varios apontam para utilizagdo combinada entre
as préprias ceramicas, caso do compasito fosfato tricélcico/ hidroxiapatita (TCP/HA).
Estes estudos mostram a possibilidade de obter-se uma bioceramica com resisténcia
mecanica adequada ao tempo de permanéncia do implante (relacionado a taxa de
degradacgéo), bioatividade local e reabsorcdo do mesmo em tempo adequado a

restauracdo do tecido.

3.3.4. Ceramicas Bioativas

Nesta classe de ceramicos estdo aqueles que apresentam uma interacao
qguimica com o tecido, ou seja, que sdo bioativos. As ceramicas bioativas
apresentam uma caracteristica em comum muito importante, que € a formacéo de
uma camada de hidroxiapatita carbonatada (HCA) na superficie do implante, qual
apresenta composicdo e estrutura equivalente a fase mineral do osso, fato que
promove a ligacao interfacial entre implante e tecido. Principalmente por este motivo,
muitos estudos estdo direcionados com a utilizacao deste tipo de ceramicas junto a
outros biomateriais, a fim de compor propriedades com exceléncia para aplicagcdo. O
biomaterial deste estudo faz parte desta classe de biomateriais.

3.4. Fosfatos de Calcio
Entre as bioceramicas, os fosfatos de calcio, se destacam por apresentarem

compostos com composi¢cdo quimica simile a matriz 6ssea, o que favorece sua
interagdo com os tecidos (BURDICK; MAUCK, 2011; RIGO et al., 2007; SHI et al.,
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2004). Um osso natural consiste basicamente em 25% de agua, 15% de material
organico e 60% de fase mineral. No caso, 0s minerais séo fosfatos de célcio, e, entre
eles, e em maior quantidade, a hidroxiapatita (BURDICK; MAUCK, 2011). A fase
mineral dos ossos geralmente é composta por uma fase amorfa, fosfato de célcio
amorfo (FCA), e uma fase cristalina, a hidroxiapatita (DOURADO, 2006).

A figura 5 demonstra a estrutura hierarquica de um 0sso tipico, e mostra a
disposicdo e tamanho dos cristais de hidroxiapatita, os quais ficam distribuidos
organizadamente entre as moléculas de colageno, dando reforco mecanico-
estrutural para as microfibrilas de coldgeno, formando a estrutura de fibrila de
coldgeno, compondo as fibras que formam a lamela, que por sua vez molda o
osteom, que é responsavel por estruturar o 0sso compacto (SADAT-SHOJAI et al,
2013; TAN et al., 2009). Fica evidente a complexidade envolvida na formacéo 0ssea,
assim como, a formacéo de um compdsito natural.

A hidroxiapatita, como descrito, faz parte da composicdo 6ssea, porém sua
formacdo passa por uma série de modificacbes estruturais de fases, formando
outros fosfatos de calcio por calcificacbes normais e patologicas, como a
hidroxiapatita carbonatada (HCA), que € formada como camada inicial em implantes
de HA. Esta modificacdo que ocorre entre os fosfatos gera a formacao de diferentes
fosfatos de célcio e para classifica-los utiliza-se a razdo molar Ca/P (BURDICK;
MAUCK, 2011; OREFICE et al., 2012)

Conforme se visualiza na tabela 1, existem varios fosfatos com razéo
variando de 0,5 a 2,0 e algumas formula¢des quimicas muito parecidas (BURDICK;
MAUCK, 2011). Este fato demonstra a necessidade do controle da composicao
destes tipos de bioceramicas em sua sintese, pois pequenos desvios em calculos
estequiométricos, tratamentos térmicos, presenca de agua durante o processamento
ou quando aplicada, e, diferentes niveis de pH podem alterar o resultado de sua
composicao (SHI et al., 2004; VAZ, 2007).

As bioceramicas de fosfato de calcio sdo a maior familia de materiais
inorganicos com aplicagBes bioldgicas. E, dentre elas, a HA e o TCP recebem uma

atencao especial, sendo os principais objetos de estudo e aplicacdes clinicas.
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Figura 5 - Estrutura hierarquica do osso compacto.
Fonte: Sadat-Shojai et al., 2013, p.7592.

3.5. Hidroxiapatita

A hidroxiapatita (HA) é um fosfato de calcio hidratado, componente majoritario
da fase mineral dos ossos e dentes humanos, representando 30% e 70% em massa
respectivamente. A palavra hidroxiapatita € formada pela juncdo das palavras hidroxi
e apatita. Hidroxi refere-se ao grupo hidroxila (OH) e apatita € um nome mineral. A
hidroxiapatita € o material utilizado pelos vertebrados para compor o esqueleto,
devido a sua capacidade de atuar como reserva de calcio e fésforo (ANGELO, 2008;
GUASTALDI; APARECIDA, 2010; OREFICE et al., 2012).

Devido a sua analogia quimica com a fase mineral dos tecidos 6sseos, a HA é
um dos biomateriais mais biocompativeis conhecido, também sendo, dentre as
ceramicas de fosfato, a mais estudada e utilizada para finalidades clinicas. Isso
porque favorece o crescimento 0sseo para 0s locais em que ela se encontra
(osteocondutora), estabelecendo ligagdes de natureza quimica entre ela e o tecido
osseo (bioativa), permitindo a proliferacdo de fibroblastos, osteoblastos e demais
células d6sseas, sendo que estas ndo a distinguem da superficie 6ssea, 0 que indica
grande similaridade quimica superficial. A superficie da hidroxiapatita permite a
interacdo de ligacbes do tipo dipolo, fazendo com que as moléculas d’agua,
proteinas e colageno sejam absorvidas na superficie induzindo, assim, a
regeneracao tecidual (ANGELO, 2008; GUASTALDI; APARECIDA, 2010; JIANG et
al., 2002; OREFICE et al., 2012).



Tabela 1 - Diferentes fosfatos de calcio e suas respectivas razées molares.
Formula quimica

Composto

20

2.0
1.67
<1.67
15
1.33
1.0
1.0
1.0
1.0
0.7
0.67
0.5

0.5

CayP20g9
Cay0(P0O4)s(OH);
Cay0-XH2x(PO4)6(OH)2
Caz(PO,)2(aBy)
CagHa(PO4)s5H,0
CaHPO42H,0
CaHPO,
Ca,P,07(aBy)
CayP,072H,0
Ca7(P5016)2
CasH2PsO20
Ca(H2P04)2.Ho0

Ca(POs)2(aBy)

Fosfato tetracalcico
Hidroxiapatita
Fosfato de célcio amorfo
Fosfato tricélcico
Fosfato octacélcico
Fosfato dicalcico dihidratado
Fosfato dicalcico
Pirofosfato de calcio
Pirofosfato de célcio dihidratado
Fosfato heptacalcico
Fosfato tetracalcico dihidratado
Fosfato monocalcico
monohidratado

Metafosfato monocalcico

TTCP
HA
ACP
TCP(aBy)
OCP
DCPD
DCP
CPP
CPPD
HCP
TDHP
MCPM

CMP(aBy)

Fonte: Adaptado de Burdick e Mauck, 2011.

3.5.1. Caracteristicas Quimicas da Hidroxiapatita

A HA faz parte da familia das apatitas, sendo que apatita é o nome dado para

os cristais com férmula quimica genérica Mip (RO4) X, onde o M pode ser

substituido por diversos metais, mas sendo o calcio o predominante, o R geralmente

€ o fosforo, mas pode também ser substituido por outros elementos, e o0 X é

composto geralmente por hidroxilas podendo ainda ser substituido por grupos
halogénios (VOLKMER, 2006; SHI et al., 2004; VAZ, 2007). A seguir sao

demonstrados os possiveis elementos que podem realizar substituicbes dentro das

apatitas:

M = Ca, Sr, Ba, Cd, Pb, Mg, Na, K etc.
R =P, CO3, As, S, Si, Ge, Cr, B, etc.
X =0, CO3, O, BO,, F, CI, Br, Vacancias, etc.
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A HA apresenta razdo molar Ca/P igual a 1,67 e formula quimica
Caip(PO4)s(OH),, sendo parte da familia das apatitas, € capaz de envolver diversas
trocas i6nicas, principalmente nos grupos de Ca e OH, este fator de transicdo é
comum em HA biolégica, e € o que as diferem da HA pura ou estequiométrica. A
figura 6 demonstra o diagrama de fases para familia de fosfatos, no qual é possivel
observar a dificuldade para obter fases distintas e a necessidade do controle
estequiométrico para obter HA pura (ANGELO, 2008; LACERDA, 2005; VAZ, 2007).

3.5.2. Caracteristicas Cristalograficas da Hidroxiapatita

A HA possui simetria hexagonal (grupo espacial P 63m) € parametros de rede
a=b=0.942 nm e ¢c = 0.688 nm. A célula unitaria da HA é formada por dez ions de
Ca*?, seis fons de fosfatos PO4* e dois fons de hidroxila OH". Os fons de Ca*? estdo
dispostos em dois sitios, sendo quatro ions no sitio | e seis ions no sitio Il. Os vinte
quatro ions de oxigénio ocupam trés sitios na estrutura da HA, os seis ions de
fosfatos e o grupo OH  ocupam um sitio respectivamente. Dessa forma a
representacdo da formula molecular na célula unitaria, com a distribuicdo dos sitios é
dada por:

Ca(l )4 Ca(ll ) [PO(I )O(II)O(I )2 J6 (OH)2

Os Ca?" situados no sitio (I) estdo alinhados paralelamente ao eixo c e
cercados por seis atomos de O, formando piramides poliédricas. As bases
triangulares destas piramides sdo ocupadas acima e abaixo por trés atomos de O (I)
e por trés atomos de O (ll), respectivamente, conforme é mostrado na figura 7.a. Os
seis atomos de Ca situados no sitio (II) estdo dispostos em dois triangulos
perpendiculares ao eixo c: um no plano ¥4 e outro em % de maneira que sua
projecdo no plano ab forma um hexadgono, como demonstra a figura 7.b. (ANGELO,
2008; DOURADO, 2006; GUASTALDI; APARECIDA, 2010; VOLKMER, 2006).
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Figura 6 - Diagrama de equilibrio de fases do sistema CaO-P205, sob pressdo parcial de 4gua de
500 torr (66 kPa). Obs: HA= hidroxiapatita, C=Ca0O, P=P205.
Fonte: Vaz, 2007.

A estrutura cristalina da HA |he confere uma de suas mais importantes
propriedades, a facilidade de substituices cationicas e anibnicas, sendo referida
como capaz de incorporar metade dos elementos da tabela peridédica em sua
estrutura. Esta caracteristica faz com que a HA atue como reserva de calcio e
fésforo e um sistema regulador de diferentes ions nos liquidos corporais por meio de
sua liberacdo ou armazenamento (GUASTALDI; APARECIDA, 2010).

Além do que modificacdes na rede da HA podem acarretar mudancas de suas
propriedades fazendo com que ela apresente diferentes respostas como biomaterial.
Pois uma vez que aja mudanca dos ions que comp8em a HA, ocorrerao mudancas
em sua estrutura cristalina, parametros de rede, textura superficial, solubilidade, e
demais fatores que podem modificar o comportamento de degradacdo e adsorcéo
em testes in vitro e in vivo (GUASTALDI; APARECIDA, 2010; LACERDA, 2005;
OREFICE et al., 2012).
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Figura 7 - Representacao da estrutura cristalina da hidroxiapatita (a) ao longo do eixo ¢ e (b) no plano
ab.
Fonte: Adaptado de Dourado, 2006

A HA apresenta muitas propriedades interessantes que a indiguem como um
otimo biomaterial para aplica¢cdes biomédicas, entretanto, existem alguns fatores que
limitam um pouco o seu uso clinico. Sua lenta biodegradacéo e sua fragilidade estéo
entre estes fatores. Porém a biodegradacdo tem sido resolvida pela modificacao,
substituicdo e adicdo de diferentes ions ou pela utilizacdo de combinacéo de fases
de fosfatos como fosfato tricalcico/hidroxiapatita (TCP/HA). A fragilidade € comum
entre 0s ceramicos, e na HA sintética, devido a distribuicdo de sua cristalizacéo, se
torna mais fragil ainda, limitando seu uso em partes estruturais (LACERDA, 2005;
OREFICE et al., 2012; VAZ, 2007).

3.5.3. Métodos de obtencédo de hidroxiapatita

Como ja mencionado anteriormente, existem muitos métodos para obtencao
de hidroxiapatita, os quais se baseiam no tipo de reacdes que estardo envolvidas em
funcéo do estado fisico dos reagentes e dos materiais hecessarios para realizarem
sua producdo. Contudo, a escolha do método geralmente ocorre devido ao formato
final obtido pela HA em funcdo de sua microestrutura, seja ela nano ou
microestruturada. Durante as Ultimas décadas pesquisadores da éarea de
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biomateriais ceramicos vém desenvolvendo métodos de produgdo de HA por
diferentes rotas, obtendo como resultados as mais diversas formas estruturais.

Estudos mostram a obtencdo das mais variadas formas, como fibrosas,
esféricas densas, esféricas porosas, estrutura florada, placas, formas replicadas de
estruturas esponjosas, estruturas organicas, etc. Estas formas sao obtidas como
micro ou nanoparticulas, formatos densificados, formatos porosos, sendo que a
escolha destes, na maioria das vezes, especificos para dada aplicacdo (SADAT-
SHOJAI et al., 2013; SHI et al., 2004; VOLKMER, 2006).

Desta maneira, os métodos mais usuais para sintese de HA podem ser
classificados em fungcéo de sua forma estrutural para aplicagdo, como demonstra o
fluxograma da figura 8, que apresenta alguns dos métodos existentes. Os métodos
descritos para sintese de pés de HA sdo os mais empregados pela comunidade
pesquisadora e industria, pois com estes métodos é possivel obter-se p6 de HA
nano e microestruturado e elevado controle da composicdo quimica. Estes pés
apresentam inumeras formas microestruturais para as mais variadas aplicacées,
podendo ser aplicado inclusive nos outros métodos para formar ceramicas
densificadas ou porosas (SADAT-SHOJAI et al., 2013; VOLKMER, 2006).

Sintese de poés Formas [ Formatos porosos ]
desnsificadas
k 4
¥ . - \ v
-
Metodos via dmida Prensagem isostatica [
a guente Réplica esponja
‘1’ e o palimerica
) ' * b’ e
Método via seca \"
FPrensagem a guente {
‘L \, r Método liberagdo de
” - ¢ gases em reacties de
Métodos hidrotermais i o ) estado sdlido
Sinterizagéo sob \_ W,
“ o pressdo L7
. r r ™y
Incarporagdo de
volateis
- * -
4 '
Ltilizagdo de
materiais de origem
anirmal ou vegetal

- S/

Figura 8 - Fluxograma demonstrativo dos métodos mais usados por literaturas para producgédo de HA.
Fonte: O autor.
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O método via umida apresenta o melhor controle da composicao quimica de
pés, obtendo na maioria das vezes pds nanoestruturados. Dentre todos 0os métodos
utilizados na literatura este método é o mais aplicado, devido a obtencdo de
propriedades adequadas ao sistema biolégico, como melhor biocompatibilidade.
Neste método estdo processos como precipitagdo quimica, reacdes sol-gel, reacdes
de hidrolise, emulsGes, método sonoquimico, etc. Neste método pode-se incluir
basicamente 0s processos que ocorrem em estado liquido, processos de
neutralizacdo de solucdes acidas e basicas e reacfes de sais de calcio e sais de
fosfato (SADAT-SHOJAI et al., 2013; SHI et al., 2004). A figura 9 ilustra algumas das
principais rea¢des quimicas utilizadas em processos via Umida, e uma das reacgfes
foi sublinhada pra demonstrar as reacdes basicas que ocorrerdo na etapa de sintese
quimica deste trabalho.

O método via seca tem seu principio baseado no processamento de
ceramicos convencionais envolvendo reacdes no estado sélido, entretanto, outros
processos vém sendo desenvolvidos e enquadrados neste grupo, como por
exemplo, a asperséo térmica, método mecanoquimico. Este método possibilita obter-
se pés com particulas muito finas e alta cristalinidade, porém, a estequiometria ndo é
tdo homogénea quando comparado ao método via Uumida. Mas, apesar do baixo
controle estequiométrico, apresenta grande interesse pela industria por apresentar,
na maioria de suas reacfes, agua como subproduto (SADAT-SHOJAI et al., 2013;
SHI et al., 2004; VOLKMER, 2006).

Os métodos hidrotermais sdo considerados por literaturas como sendo um
processo do método via Umida, pois apresentam os mesmos principios de reacdes
guimicas, mudando sua rota no processo, qual passa por variacao de pressao.

Os métodos de processamento de formas densificadas tém como base o
principio da formacdo de ceramicas densas. Neste caso podem ser empregados 0s
pos ceramicos obtidos pelos métodos descritos anteriormente ou os pés podem ser
obtidos no processamento por reacdes em estado sélido. No processamento de
formas densificadas séo utilizados métodos de prensagem a quente, para que a
ceramica obtenha a forma desejada e possa ser manuseada a verde, antes da
sinterizagdo. Tal método é utilizado com intuito de obterem-se formas pré-

determinadas.
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10Ca(NO3), +6(NHy ), HPO4 +8NH4OH —Cao(PO4); (OH), +20NHsNO; +6H,0
10Ca(NO3 ), +6(NHy ), PO, +2H;0 —Cay o (PO, (OH), +18NH;NO; ~2HNO;

10Ca(NO3), +6KH;PO4+20NH4OH —Cao (PO4)g (OH), +6KOH +20NHsNO; +12H, 0
10Ca(NO3), +6H; POy + 20NH, OH — Cayo(POs ) (OH), + 20NH;NO; + 18H,0
10Ca(NOs ), +6(NHy ), HPO, + 20NaOH — Ca (PO ) (OH), +20NaNO; +12NH; +18H, 0
10Ca(NO3), +6(NHy ), HPOs +2H; 0 —Cay (P04 )g (OH), +12NH; NO3 +8HNO;
10Ca(NO5 ), +6Nag HPO, + 2H,0— Cayo(PO; ) (OH), + 12NaNQ; + 8HNO;

10Ca(NOs), +6H3 PO4 +2NH4OH — Ca1o(PO4) s (OH), +2NH;NO3 +18HNO;

10Ca(OH), +6(NH,),HPO; — Ca;o (PO, )s (OH), + 12NH; + 18H,0

10Ca(OH), +6H3P0; — Ca;o (PO, )o(OH), + 18H,0

10CaCly +6(NHs), HPO; +8NH; OH — Ca 1o (PO ) (OH), + 20NH,4 Cl +6H,0

10CaCl, +6K,HPO, +2H,0— Cayo (PO4) (OH), + 12KCl+8HCI

10CaC05 +6NH;HoPO, +2H,0— Cayo( POy )5 (OH), +3(NH4), CO5 +7H,CO5

10CaS0, -2H,0+6(NH, ), HPO, — Cayo (PO, )z (OH), +6(NH ), SO, +4H, 50, +18H, 0
6CaS04.2H,0+4Ca(OH), +6(NHs ),HPO4 — Ca (P04 )g (OH), +6(NHz ),504 + 18H,0
3Ca(H; POy ), -H; 0+7Ca(OH), —Cayo(POs) ¢ (OH), + 15H;0

Cas (P3040),+5Ca%" +6H;0— Cayo(POs), (OH),+ 10H™

%CHHCQ H22_2n01 1 *5|NH4'2HPO4 —"2H20—‘ Ca”} IPO4'E IOH'2 +1 2NH3 —FL—DCaQH2201 1

Figura 9 - Apresentacao das principais reacdes envolvidas no métodos via imida.
Fonte: Sadat-Shojai et al., 2013.

Os métodos relacionados a formacdo de HA porosa podem basear-se em
todos os métodos descritos anteriormente, pois o0 objetivo da utilizacdo deste método
€ produzir sistemas sélidos porosos. Entretanto, é filtrado devido as necessidades de
aplicacao biolégica, tendo como ponto de partida uma boa biocompatibilidade, que
esta relacionada com a elevada pureza quimica. Muitos métodos tém sido utilizados
para producdo de HA porosa, quais partem do principio de producdo com
arquiteturas que beneficiem os processos de regeneracédo do tecido 0sseo.

O método da réplica de esponja polimérica consiste basicamente na aplicacao
duma solucdo em suspensdo de HA, em uma esponja polimérica (geralmente
poliuretano). Nesta ocorre a fixacado das particulas por meio de ligacdes fracas, que
sdo levadas para secagem em estufa e posterior tratamento térmico, obtendo a
forma da espuma.

O método de liberacdo de gases em reacdes no estado sélido consiste na
utilizacdo de reagentes como CaCOs, que implicam na liberacdo de CO, e H,0,
executando a formacao de bolhas e explodindo-as. O método de incorporacédo de
volateis consiste na utilizagdo de uma composicdo de um p6 contendo HA, ou seus

precursores, e um po de algum material com ponto de fuséo reduzido, ou seja, que



27

volatilize, como por exemplo, o amido. Apés tratamento térmico ocorre saida do
reagente volateis ficando poros na regido onde o mesmo se encontrava.

O meétodo de utilizacdo de materiais de origem vegetal e animal para
producdo de HA ou para obtencdo de HA com maior pureza tém sido muito
estudados nos Ultimos anos, pois € possivel obter diversas formas de HA e
diferentes propriedades devidas sua modificagdo estrutural. Este método ndo é
reconhecido recentemente, sendo que dados histéricos mostram a tentativa do uso
de osso animal em reparacfes Osseas por nossos antepassados maias, mas o0
entendimento e o estudo cientifico datam, assim como muitos biomateriais, de
poucas décadas. Processos como a utilizacdo de ossos de animais, como o bovino,
muidos e sinterizados, conversdo hidrotermal de corais, processo de extracdo de
vegetais, utilizacdo de cascas de ovos, sdo alguns dos existentes hoje e
pesquisados como possiveis fontes e formas de se obter a HA. Dentro deste método
existe também um método recente, qual consiste no procedimento de réplica de
esponja polimérica, entretanto utiliza fibras vegetais como biotemplates (SADAT-

SHOJAI et al., 2013; SHI et al., 2004; VOLKMER, 2006).

3.5.3.1 Biotemplates

A utilizacdo de bio-estruturas para a sintese de ceramicos tem atraido o
interesse de muitos pesquisadores nos ultimos anos. Em contraste com templates
sintéticos, materiais naturais, como algodao, fibra de cdco, bambu, etc. sdo baratos,
abundantes e renovaveis. Eles apresentam uma anatomia com uma escala variada
em termos de tamanhos de fibra e distribuicio das mesmas. E possivel utilizar
diferentes espécies com diferentes bio-estruturas como templates, 0os quais mantém

a microestrutura aproximadamente igual apos calcinacdo (RATMANN, 2010).

3.5.3.2 Método dos precursores poliméricos

O método dos precursores poliméricos ou método Pechini, o qual foi o
responsavel por desenvolver este método, baseia-se na formagcdo de uma resina

polimérica produzida pela poliesterificagdo entre um complexo metalico quelatado
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usando acidos hidroxicarboxilicos (como &cido citrico) e um &lcool polihidréxi como o
etileno glicol. Durante o aquecimento em temperaturas moderadas ocorrem as
reacoes de esterificacdo e poliesterificacdo, havendo assim a formacao da resina
polimérica. O método de Pechini tem sido bastante empregado para producdo de
ceramicos avancados, e diversos aperfeicoamentos foram realizados, desde sua
invencao por Pechini. Entre estes avancos estao as quantidades ideais de reagentes
para ocorrer a formacao da resina polimérica. Deste modo a utilizacdo do método
Pechini com acido citrico e etileno glicol, j& sdo apresentados em estudos com
valores ideais de distribuicdo. Desta forma, a razdo molar entre acido: metal € dada
como 3:1, existindo alguns casos que atribuem razdo de 4:1 em func&o da formagéao
da rede de aprisionamento ideal do cation metélico. E a quantidade de etileno glicol
€ dada pela razdo acido:alcool na proporcdo de 60:40, sendo que o volume de
etileno glicol pode ser calculado pela formula da densidade. As figuras 10.a e 10.b
demonstram o mecanismo das reacdes que ocorrem neste método (ANDRADE,
2006; RATMANN, 2010).

O\\c /OH O\\c /o\ (@)

e

o} o}
I Il

ne

HOCCH,C, o *M —=HOCCHC{ |, o
Hzc\ / Hzc\ /
C C
Il Il
o] (o]
acido citrico metal citrato de calcio (HA)
o] o) b
0\\0/ \ O\\C/ \ (b)
(o)
AN H
Ho oH  § M e .
H,C—CH, + HOCCH,C, 0 Toon CHCH,0CCH.C o +H:0
Hzc\ / Hzc\ /
C C
Il Il
etilenoglicol citrato de 0 éster 0 agua
Clcio (HA)

Figura 10 — Mecanismos da reacéo de poliesterificacdo; (a) formagéo do citrato metalico(b) formagéo
da resina poliéster precursora da HA
Fonte: Adaptado de Andrade, 2006.
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A figura 10.a apresenta a etapa de quelacdo entre os cations metélicos e o
acido citrico, formando o citrato metalico. A figura 10.b apresenta a poliesterificacao
da resina, na qual o etileno glicol reage com o citrato metalico (acido
hidroxicarboxilico).

Este método apresenta véarias vantagens no processamento de pos
ceramicos, tais como, controle preciso e direto da estequiometria, mistura uniforme
de multicomponentes em escala molecular e homogeneidade, pois reduzem a

segregacao dos ions durante processamento (RATMANN, 2010).

3.5.3.3 Método de réplica

Este método consiste nho mesmo processo que o método de réplica de
esponja polimérica, entretanto, utiliza como template fibras organicas (biotemplates).
O processo ocorre pela impregnacao dos biotemplates com suspensado ceramica,
gue apods tratamento térmico, replica a estrutura do template, eliminado toda a
composi¢cdo organica do template (RATMANN, 2010). Existem muitas variaveis a
serem consideradas na utilizacdo deste método, como o tipo de template a ser
utilizado, sua molhabilidade, a viscosidade da solugcdo de suspensdo ceramica,
tratamentos térmicos adequados, etc. A figura 11 demonstra as etapas para

impregnacao das fibras.

Pirdlise — processo de
tratamento térmico.

I;ia;;»v,flara

Oblengio da membrana
de Ceramica.

Figura 11 - llustragdo do procedimento de impregnagdo no método de réplica
Fonte: Ratmann, 2010.
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3.5.4 Processos de caracterizagao de HA

Como mencionado anteriormente, existem algumas caracteristicas que faz
com que a HA difere-se de demais bioceramicas, e por isso é essencial, apos sua
sintese, avaliar sua estrutura cristalina e composi¢cdo quimica. Muitas técnicas sao
usadas para avaliar a HA, porém algumas tornam-se essenciais, como a avaliacao
da estrutura cristalina por meio de difracdo de raios X (DRX), analise quimica que
identifique no minimo o0s compositores majoritarios e se possivel analise por
infravermelho, pois este resultado avalia se a presenca de outros fosfatos, que nao
tenham sido avaliados pelo DRX. A seguir, nas figuras 12 e 13, séo ilustrados

padrdes de difracao e de infravermelho.

(@)

Figura 12 - Padrdes de difracdo estabelecidos pela ISO 13779-3, padrdo estrtrutural de HA sem

presenca de fases secundarias.
Fonte: ISO 13779-3
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Figura 13 - Padrdo de difracdo estabelecido pela ISO 13779-3, onde de HA pura e (b) padrdo de HA

com 5% da fase TCP
Fonte: ISO 13779-3
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Figura 14 - Andlise por infravermelho (FTIR) de HA comercial.

Fonte: Lacerda, 2005.
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4 Metodologia

A metodologia do trabalho foi divida em etapas, seguindo os passos de cada
meétodo escolhido, o fluxograma da figura 14 demonstra as etapas seguidas pelo

trabalho.

4.1. Sintese quimica da resina precursora de hidroxiapatita utilizando o

método de Pechini

Para realizacdo da sintese quimica foi preciso inicialmente escolher qual tipo
de reacéo seria utilizada no processo de obtencao de HA. Uma vez que o método de
Pechini consiste no processo para obtencdo de pds com distribuicio homogénea e
permite a manipulacdo da solucdo do complexo quelatado, foi escolhida porque
manteria os precursores de HA distribuidos de forma estequiométrica por mais
tempo, sem que ocorresse qualquer tipo de precipitacdo e, consequentemente, a

producdo de outro composto de calcio.

Sintese utilizando método de
Pechini a partir de reacao via umida

Mistura e homogeneizacéo da
resina polimérica precursora de HA

Método de réplica:
Impregnacgéo da resina nas fibras
orgéanicas,

Calcinacao

Caracterizagao
Fibras naturais

Réplica outras fibras

Réplicafibras de algodéo

DRX,EDX,MEV,FTIR,BET,BJH

MEV

Figura 15 - Fluxograma da rota seguida pelo trabalho.
Fonte: O autor
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Apesar da escolha do método, este ndo define que tipos de reacdes os ions
tem de realizar para formar a ceramica desejada, definindo em si somente 0s
mecanismos para formar a resina polimérica. Desta forma, tendo a necessidade de
haver reacdes no estado liquido, foi optado pelas reacdes via Umida, quais também
apresentam melhor resposta para aplicacdo biolégica. Dentre as diversas reacdes
possiveis neste método, foi escolhida aquela que apresentava melhor interacdo com
o método Pechini e melhor dissolugdo em meio aquoso, no caso foi escolhido a

reacdo com o0 mecanismo:

10Ca(NOs), + 6(NH4),HPO4 + 2H,0 —> Cao(PO4)s(OH), + 12NH4NO3 + gHNO;
(Reacao 1)
e Ca (NO3),— Nitrato de calcio — demonstrado na figura 15 (6C).
o (NH4),HPO, — Fosfato de amodnio bibasico- demonstrado na figura 15
40).
e H,O

Figura 16 - Fotografia dos reagentes utilizados na reagéo via tmida.
Fonte: O autor.

O mecanismo descrito anteriormente € para rea¢cdo do método via Umida,
sendo que o0 mesmo teve que ser adaptado para o método Pechini. Assim foi
escolhido para acido hidroxicarboxilico, o acido citrico, e para o alcool polihidroxi o
etileno glicol, onde as formulas destes reagentes sdo demonstrados abaixo. Com
isso na figura 10 a letra M seria substituida por todo o complexo da reagéo 1,
formando um mecanismo extenso, que por fim tem a finalidade de distribuir os

pontos de aprisionamento de calcio direcionando para uma HA homogénea. A
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7z

solucdo complexa formada € responsavel por manter a solucdo em estado
homogéneo por um elevado tempo (ndo deixa a mesma precipitar).

e Acido citrico anidro. C¢HgO-

e Etileno glicol. C;H4(OH),

A razdo molar entre acido: metal utilizada foi de 3:1 e 4:1 avaliando qual era a
melhor composi¢cdo em fungdo do tempo minimos de segregacdo. O etileno glicol
teve seu volume calculado através da férmula da densidade, usando a massa dada
pela razédo acido:alcool (60:40).

Obedecendo a razdo de 3 mols de acido para 1 mol de metal, o acido citrico
foi pesado em uma balanca de precisao (28,8195 gramas), misturado a 100ml de
agua destilada até sua homogeneizacao, formando a solucdo A. O nitrato de célcio
(11,8075 gramas) e o fosfato de aménio (3,9618 gramas) foram pesados e ambos
adicionados sobre agitacdo a solucao A, até completa homogeneizacéo formando a
solugcdo B. Em seguida adicionou-se a ela o etileno glicol (17,25 ml), obedecendo a
razdo 40% etileno glicol/60% acido citrico (m/m), sob agitacdo até completa
homogeneiza¢do sob temperatura de 45°C, formando a solugcédo C final, ou seja, a
resina pronta para ser impregnada sobre a fibra organica.

Para utilizacdo da razédo de 4 mols de acido para 1 mol de metal, utilizou-se a
mesma metodologia e as mesmas quantidades descritas anteriormente para razao
molar 3:1, modificando apenas a massa de &cido citrico (38,3397) e o volume de

etileno glicol utilizado (22,94 ml).

4.2. Impregnacgéo das fibras organicas

Esta etapa do processo consistiu basicamente no gotejamento da resina
obtida pelo método descrito anteriormente, nas fibras dos biotemplates. O
biotemplate de algoddo comercial foi o primeiro a ser utilizado, até mesmo para
avaliar inicialmente as caracteristicas obtidas pelos métodos obtidos. A impregnacéo
se deu por um gotejamento uniforme, com gotas espacadas e sem embeber
totalmente o algodédo, deixando que a solugdo penetrasse vagarosamente a fibra
utilizada. O excesso de solucao fora retirada do algodao por deposicédo deste sobre
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papel absorvente, sendo que a metodologia funcionava devido a relativa viscosidade
da solucado. Apos, o algoddo embebido na resina polimérica, foi seco em estufa entre
48 e 72 h a 80°C.

4.3. Calcinagéo

A etapa de calcinacédo é um dos fatores muito importante, pois com esta etapa
fornecemos energia suficiente para que ocorra a transformacédo da fase de HA. A
calcinacdo foi feita com os principios de materiais ceramicos, qual relatam a
temperatura de calcinagdo como sendo maior ou igual a temperatura de
decomposicdo de seus precursores. Isto equivale a temperaturas a partir de 650°C,
porém, nessa temperatura o produto obtido de HA é muito fragil, pois os graos de
HA formam-se rapidamente em pedagos menores, buscando o equilibrio quimico
nao mantendo a estrutura desejada. Por isso, a temperatura escolhida nesta etapa
do processo foi de 1200°C por atingir resisténcia minima para manter as estruturas
fibrosas e poder manusea-las. Temperaturas menores também foram testadas no
trabalho, mas n&o mostraram-se eficazes em termos de resisténcia mecanica-
estrutural. A imagem 16 demonstra o forno usado no processo de calcinacdo, sendo
este conhecido como forno Pechini por possuir filtros que inibem a liberacdo de

gases provindos da queima da matéria organica presente na resina polimérica.

4.4. Etapas de caracterizagcao

4.4.1 Anélise por Difracao de raios X

A técnica de difracdo de raios X € uma ferramenta muito utlizada para
caracterizacdo de estruturas dos materiais solidos. Materiais solidos cristalinos
apresentam ordenacédo de longo alcance onde seus &tomos arranjam-se de tal forma
realizando ligagdes aos seus vizinhos de maior proximidade. Isto reflete diretamente
nas propriedades dos materiais, principalmente as propriedades mecanicas, por isso
entdo tornasse importante a caracterizacdo por tal técnica, tendo conhecimento do
tipo de estrutura do material e das propriedades previstas para 0 mesmo em sua

utilizacdo. A andlise de difracdo de raios X foi realizada utilizando o difratbmetro
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XRD-6000 da Shimadzu, tendo por finalidade a caracterizacdo das fases cristalinas
presentes na HA. A andlise foi realizada entre os angulos de 10° a 80°, com step de
0,02° e uma velocidade de avanco de 2°/minuto atingindo o tempo de 0,6s. A tensao
de excitacao foi de 30 kV, a corrente de 30 mA, sendo o material analisado em forma
de po6. O equipamento utilizado usava como fonte de radiacdo a linha Ko do cobre,

com comprimento de onda igual a 1,5406 A.

4.4.2. Espectrometria de fluorescéncia de raios x por energia dispersiva (EDX)

Esta técnica € utilizada para caracterizacdo da composi¢cdo quimica dos
materiais. Nesta técnica sdo utilizados feixes de raios X que atingem o material
(amostra) excitando os atomos de sua composi¢ao, quais ao voltarem ao seu estado
fundamental emitem fotons com energia caracteristica para cada atomo. Os
diferentes fotons sdo identificados em funcdo de suas energias através de um
detector de raios X presente na camera de andlise do equipamento. Assim o
equipamento gera um espectro relativo do nimero de contagens de pulsos em
funcdo da energia em keV, identificando os elementos quimicos presentes na
amostra. Os resultados podem ser expressos em forma de graficos tendo como
carater uma analise qualitativa ou em tabelas expressando a porcentagem relativa
dos atomos encontrados no material em uma analise de carater quantitativa. O
equipamento utilizado foi o EDX 720 da shimadzu, qual apresenta restricbes de
analise em algumas linhas espectrais, nao identificando elementos como o oxigénio,
carbono, etc. As analises foram realizadas colocando as amostras de HA em porta

amostras especificos, sendo que esta anélise é ndo destrutiva.

4.4.3. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A microscopia eletronica de varredura € uma técnica muito versatil para
analise microestrutural. E possivel ainda realizar outros tipos de caracterizacoes,
devido as interagBes que ocorrem entre 0 equipamento e amostra. O procedimento
de realizacéo da analise € dado pela interacdo de um feixe de elétrons, gerados no

equipamento, com a superficie da amostra. Tal interacdo apresenta como resultado
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uma imagem com aparéncia tridimensional, fato da elevada profundidade de foco
alcancada. A analise microscopica foi realizada utilizando microscépio eletrénico de
varredura SSX 550 da Shimadzu. As amostras foram preparadas pelo método de
recobrimento de filme fino de ouro, realizado pela técnica de sputtering, para obter a
condutividade do feixe em sua superficie, uma vez que ndo sdo condutoras. As
andlises foram realizadas com diferentes aproximacdes, com intuito de avaliar a
microestrutura das fibras replicadas, obtendo detalhes das suas dimensdes, de seu
entrelacamento, das porosidades formadas devido seu entrelacamento, e das

porosidades formada por cada fibrila.

4.4.4. Espectroscopia de infravermelho

Esta técnica avalia as frequiéncias de ligagdes quimicas nos materiais. Indica
0S grupamentos de compostos organicos e inorganicos, quando apresentam
movimentos entre suas ligacbes que expressem resultados vibracionais com
comprimento de onda dentro da regido do vermelho. As amostras foram
compactadas com Nujol e levadas ao infravermelho para realizacdo da andlise. O
equipamento utilizado foi o IRPrestige-21 da Shimadzu.

4.45. Analise da porosidade e area superficial (fisissor¢cdo de nitrogénio)

As isotermas de adsorcédo-dessorcdo de N, a 77 K foram realizadas em
equipamento Autosorb-1 Quantachrome Instruments. Foi utilizado o método BET
para o calculo de area superficial especifica e o0 método BJH para o calculo de
distribuicdo de poro. As amostras foram previamente ativadas em 250 °C sob vacuo,
durante 1 hora. Em seguida levadas a uma parte do equipamento para realizacéo da
analise de adsorcao-dessorcao, obtendo isotermas de adsorgao-dessorcao fisica de
nitrogénio, a 77K. O valor da area superficial especifica (area total exposta por
grama) foi determinado pelo método de Brunauer-Emmett-Teller (BET) e o volume

de poros foi calculado de acordo com o método Barrett-Joyner-Halenda (BJH).
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5. Resultados e discussao

5.1. Sintese quimica método Pechini

A sintese demonstrou-se efetiva para formagéo da solugéo precursora de HA
(resina polimérica), mantendo os ions em suspensdo por longo tempo. Solucbes
foram deixadas em frascos especificos em periodo de um més até ser visualizado a
segregacao de ions. A segregacao € fortemente influenciada por variacbes de
temperatura e umidade do meio, no caso das solu¢des produzidas para HA.

Outra observacao importante sobre o processo do método Pechini € que a
utilizacdo da razdo 3:1 de &cido para metal foi eficaz para aprisionar os cations
metalicos, demonstrando que a solucdo criou rede suficiente para aprisionar o
complexo precursor de HA. E em relacdo a razdo de 4:1 ndo houve variacdo
significativa se comparado aos resultados de tempo de segregacdo da razdo 3:1.
Verificando-se também que aumentando a quantidade de acido aumentou a
viscosidade da resina e a quantidade de material organico. Estes resultados
implicam em maior dificuldade na impregnacao da resina na fibra e maior quantidade

de subprodutos gerados na calcinacao.

5.2. Fibras impregnadas

O tempo de envelhecimento das fibras impregnadas em estufa € crucial para
obtencao da réplica das fibras. Consiste no tempo necessério para adesao da resina
junto as fibras. ApGs impregnacéao a resina que fica dispersa sobre as fibras exercem
forcas que atuam na direcéo de isolamento das fibras acarretando em um problema
de fechamento das fibras, ndo a replicando. Este problema é amenizado pela
remocao do excesso de resina e pela distribuicdo adequada da mesma. Mas, a
melhor maneira de evitar estes problemas é pelo processo de secagem, no qual a
agua presente na resina vai evaporando, e, a0 mesmo tempo em que exerce forcas
para abertura das fibras, aumenta viscosidade da resina aderindo mais fortemente,

uma vez que esta resina esteja bem distribuida.
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5.3. Calcinagéo

O processo de calcinacdo foi realizado a uma taxa de aquecimento de
10°C/min., com rampa de suba até 1200°C, sendo mantida nesta temperatura por
120 min.

5.4. Caracterizacfes

Somente a HA replicada de algodao foi caracterizada por todas as técnicas
descritas anteriormente. As demais fibras sintetizadas nao foram analisadas a tempo
de expressar seus resultados neste trabalho de conclusdo, pelas técnicas de
infravermelho, analise superficial e de porosidade. Sendo assim serdo expressas as
andlises realizadas inicialmente nas fibras de algoddo e posteriormente serdo

demonstrados os resultados incluindo as demais fibras reproduzidas.

5.5 Analise por infravermelho

] hidroxiapatita
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Figura 17: Infravermelho para Hidroxiapatita. Réplica algoddo 1200°C
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A figura 16 apresenta o espectro de absorcdo no infravermelho para a
hidroxiapatita replicada em algod&do. E possivel observar com os picos entre 3700 e
3100 cm™, em conjunto com o pico de absorcdo em torno de 1600 cm™, a vibracado
de estiramento dos grupos -OH ligados ao hidrogénio. Os picos correspondentes ao
-OH estrutural s&o os picos apresentados em 630cm™ e 3570cm™, sendo o primeiro
do grupo apatita. As bandas presentes em torno de 1090, 1039, 599 e 571 cm™
caracterizam a fase HA. O pico presente em torno de 3640 cm™ tem sido referido
como sendo devido as vibracdes de estiramento -OH do Ca(OH),. As bandas
localizadas em cerca de 490, 560, 600, 960, 900-1300 e 1950-2200 cm™ s&o
caracteristicas de PO,* (RIGO et al., 2007; VOLKMER, 2006).

Assim, o resultado indica a formacgéo da estrutura tipica da HA, uma vez que

foram observados seus picos caracteristicos.

5.5. Andlise por fisissorcao de nitrogénio

A tabela 2 apresenta os calculos realizados para analise dos dados de
fisissor¢do. Todos os dados da tabela referem-se ao ramo da adsorcdo. A area
externa € calculada através do método estatistico T-Plot de De Bder. A area de
microporos foi obtida através do modelo Dubunin-Radushkevich. O diametro de

poros € dado pelo método de BJH.

Tabela 2: Resultados dos calculos obtidos pela anélise de fisissorcéo

Material SBET Sext Smic Vtot Vmic Vmes dporo
(m?g) (m?g) (m?g) (mL/g) (mL/g) (mL/g) (A)
Algodéo1200°C 4,792 3,979 11,40 0,08465 0,004063 0,08059 6,8

Onde: Sger = Area superficial total especifica; S. = Area externa aos poros; Snc = Area de
microporos; Vi = Volume total (BJH); Vpic = Volume de microporos; Ve = Volume de mesoporos;

dooro = didmetro do poro na adsorgéo; D= Dimenséo fractal pelo método de Neimark.

Na isoterma de fisissorcdo de N, da Figura 17a verifica-se que a amostra

possui poros estreitos e fundos, havendo quantidade significativa de microporos.
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Além disso, a distribuicdo de poros nessa mesma figura demonstrou que a fibra ndo
€ homogénea quanto ao didmetro de poros, entretanto a amostra possui extensa
variedade de poros na faixa de 2 a 50 nm; portanto € mesoporosa. Acredita-se que a
analise ndo correlacionou o entrelacamento entre as fibras, analisando somente a

estrutura de cada fibrila.
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Figura 18: (A) Isoterma de fisissorcédo de N, e (B) andlise de distribuicdo de poros.

5.6. Difracdo de Raios X

A andlise por difracdo de raios X demonstrou e comprovou a formacédo da
fase cristalografica caracteristica da hidroxiapatita. Os dados, apresentados nos
gréficos das figuras 18 e 19, correspondem aos dados da ficha cristalografica PDF
89-6439, segundo o segundo o comité de padrbes de fichas cristalograficas, JCPDS
(Joint Committe and Powder Difraction Standards). Esta ficha apresentou resultado
mais proximo aos resultados obtidos com a andlise, sendo que foi realizado a
convalidagéo junto ao banco de dados de fichas cristalograficas de HA, partindo da
avaliacdo da ficha PDF 09-0432, que representa o principio da avaliacdo de
estruturas de HA.

A ficha com maior afinidade apresentou pequeno desvio dos parametros de
rede em relacdo a ficha 09-0432. A avaliacdo da estrutura cristalina também
apresentou pequenos tracos de beta fosfato tricalcico (B-TCP). A ficha
correspondente encontrada foi PDF 09-0169, segundo JCPDS. A presenca desta
fase pode apresentar alguns inconvenientes em termos da descricdo de
propriedades bioldgica da HA. Entretanto estudos mostram que a presenca de TCP

em composi¢cdes com HA melhora a degradabilidade da HA. Sendo que a ISO
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13779-3, apresenta métodos de testes para andlise quimica e avaliacdo da
cristalinidade e pureza de fases, apresentando a caracteristica estrutural de HA pura
e sua possivel contaminacdo por outras fases de fosfatos de calcio. Este padréao
estabelece as rotas para avaliacdo de fases e percentuais de contaminacao.

A equacdo 1 demonstra um processo matematico utilizado para avaliar o
percentual em massa de fase de B-TCP em HA. Ela é dada pela integracdo do pico
de maior intensidade de cada fase presente no resultado de difracdo. Desta forma a
avaliacdo do percentual de fase foi feito utilizando a equacéo 1, e para calcular a
area do pico foi utilizado o software Fytik para analise de curvas e picos. O resultado
demonstrou que existe a presenca de aproximadamente 5% em massa de B-TCP.
Esta quantia ndo causa alteracdes diretas nas propriedades da HA sendo que sua

presenca também néo afeta a biocompatibilidade do material.

_ peak 210 or peak 211integrated intensity of the apatite
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Figura 19: Graficos de difragdo de HA replicada dos biotemplates f1 (algoddo), f2 (coco) e f3
(banana).
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Figura 20: Gréficos de difracdo de HA replicada dos biotemplates f4 (gaze), f5 (barbante) e f6
(esponja orgéanica).

Em todas as analises realizadas, os resultados apresentam-se semelhantes,
com a mesma fase cristalina e mesmo padrao de difracdo. Isso era esperado uma
vez que a metodologia da sintese quimica e tratamentos térmicos mantém-se igual,

existindo apenas erros associados a falha humana e de equipamentos.

5.7. Espectrometria de fluorescéncia de raios x por energia dispersiva (EDX)

As analises de fluorescéncia de raios X demonstram a presenca dos
elementos compositores da hidroxiapatita, no caso, calcio e o fésforo. A anélise
realizada apresenta um carater quantitativo, entretanto, devido a limitacdes do
equipamento, ndo realiza analise de elementos como o oxigénio e o hidrogénio. Este
fato ndo complicaria os resultados caso fossem expressos com valores adequados.
Porém a presenca dos atomos de oxigénio e hidrogénio na composicédo da ceramica
da HA interfere na obtencdo dos percentuais relativos correspondentes a razao
molar para formacado de HA. Os resultados calculados de razdo molar Ca/P para
estas analises ultrapassam valores estabelecidos, 1,67, atingindo valores préximos a
3.
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Com isso, esta andlise ndo representa os valores reais das quantidades
elementares existentes nesta ceramica, mas sim representa uma analise qualitativa
demonstrando a presenca do calcio e fosforo, e servindo também para indicar
possiveis elementos tracos. Dos elementos tracos, o estréncio esta presente em
todas as fibras, o silicio e ferro na fibra 1 e o cobre e o zinco na fibra 3. Estes
elementos costumam serem elementos tracos da HA, servindo como mais um
indicador da formacédo de HA. Os valores indicados para alguns destes elementos
tracos ultrapassam um pouco os valores admitidos, entretanto, devido as
interferéncias que ocorrem nos resultados, estes valores podem apresentar desvios

de suas quantidades verdadeiras.

Tabela 3: Resultado Quantitativo da andlise guimica da HA em diferentes biotemplates.

Resultado Quantitativo (% relativo)

Elemento/biotemplate F1 F2 F3 F4 F5 E6

Ca 77,455 | 77,866 | 75,659 | 78,956 | 79,730 | 78,795
P 20,764 | 21,728 | 22,507 | 20,812 | 19,903 | 20,948
Sr 0,043 0,406 0,145 0,232 0,367 0,258
Si 1,625 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
Cu 0,000 0,000 1,647 0,000 0,000 0,000
Zn 0,000 0,000 0,043 0,000 0,000 0,000
Fe 0,113 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000

F1= algoddo F2= cbco F3= Banana F4=Gaze F5= Barbante E6= Esponja organica

5.8. Microscopia Eletronica de varredura

As micrografias obtidas pela aproximacdo de 20 a 50 vezes das diferentes
fiboras sdo apresentadas nas figuras 20 a 25. Elas demonstram a morfologia, o
entrelacamento, os poros, a textura superficial e as dimensdes das fibras em seu
estado natural (figuras posicionadas a esquerda), e depois do processo de réplica
(figuras posicionadas a direita). Com as micrografias foi possivel observar que as
imagens da gaze, barbante e algodao apresentam maior entrelagcamento com fibras
em menores dimensdes, mantendo esses formatos ap0s processo de réplica. A
réplica da esponja organica demonstrou a formacéo de poros interconectados com

variados tamanhos, estrutura que literaturas apresentam como possivel scaffold. As
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réplicas com biotemplates de c6co e banana, figura 20 e 21, demonstraram menor
eficdcia no processo de réplica se comparadas aos outros biotemplates. Pois suas
arquiteturas s6 mantiveram-se em partes, o que é explicado em funcdo das fibras
estarem bastante isoladas ndo apresentando uma carater de absorcdo adequado,
porém se pode induzir a utilizacdo destas fibras, depois de tratamento superficial,
para tentativa da formacéo de fibras ocas. As micrografias da figura 26 apresentam a
réplica da fibra de algoddo com aproximacdo de 500 e 2000 vezes, nas quais é

possivel detalhar mais as fibras replicadas, observando-se a formacéo dos graos da

ceramica de HA sobre as fibras de algodao.

Figura 22: Micrografia obtida para a fibra de banana a esquerda, e, para a fibra replicada a direita.
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Figura 24: Micrografia obtida para as fibras do corddo de barbante & esquerda, e, para a fibra
replicada a direita.

Figura 25: Micrografia obtida para a fibra da esponja organica a esquerda, e, para a fibra replicada a
direita.
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Figura 27: Micrografias obtidas para fibras replicadas de algodao.

5.9. Avaliagéo In vitro

As fibras produzidas inicialmente, que eram replicadas de algodao, foram
utilizadas no trabalho de doutorado de Santana (2011), a qual realizou testes de
citotoxicidade para utilizar o material na confecgcéo de sua tese. O método utilizado
para analise esta descrito no referido trabalho.

Os resultados para a analise de citocompatibilidade demonstraram que a

inclusdo de nano/microfibras ndo aumentou a toxicidade celular (SANTANA, 2011).
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0. Conclusao

Apés avaliagdo dos resultados obtidos e dos estudos feitos em relacdo a
producdo de HA, foi possivel avaliar que o método utilizado mostrou-se consistente
para producdo de HA com formatos diferenciados. Os resultados mostraram que o
método Pechini é eficaz para producdo de HA, podendo ainda ser alterado conforme
a necessidade da reacao via umida. O processo de réplica é uma alternativa viavel
para obtencdo de estruturas porosas e complexas, o qual pode ser adaptado
conforme necessidade de aplicacdo. Os resultados da andlise de fisissorcao para as
fiboras de algoddo mostraram que ela possui poros com tamanhos vidveis para
aplicagdo como scaffold, obviamente necessitando todo o processo de
caracterizacdo das propriedades bioldgicas.

A avaliagdo do comportamento biolégico e de suas propriedades como
implante ja € uma questdo viavel, sendo que estudos estdo sendo feitos com estas
fibras, um deles avaliou a citotoxicidade da hidroxiapatita, mostrando que o mesmo
apresenta um grau inicial de biocompatibilidade. Isso demonstra que as
metodologias aplicadas no trabalho apresentam potencial, mas, € necessario a
realizagdo do aperfeicoamento da mesma, buscando novos biotemplates ou
configuracdo dos mesmos, mudando a rota quimica aplicada no método Pechini e
buscando por mais métodos de caracterizacao.
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