UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

Curso de Pés-Graduacdo em Engenharia Metalirgicae  de Minas

TESE DE DOUTORADO

SINTESE E CARACTERIZACAO DE
BIOCOMPOSITOS FOSFATOS DE CALCIO/COLAGENO
DOPADOS COM ZINCO

AUTORA: MARIA HELENA SANTOS

ORIENTADOR: Dr. HERMAN SANDER MANSUR
CO-ORIENTADOR: Dr. LUIZ GUILHERME DIAS HENEINE

Belo Horizonte
2005



UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS

Curso de Po6s-Graduacdo em Engenharia Metalirgicae  de Minas

MARIA HELENA SANTOS

SINTESE E CARACTERIZACAO DE
BIOCOMPOSITOS FOSFATOS DE CALCIO/COLAGENO
DOPADOS COM ZINCO

Tese de Doutorado apresentada ao Curso de Pds-Graduacao
em Engenharia Metallrgica e de Minas da Universidade
Federal de Minas Gerais como requisito parcial a obtencao do
titulo de Doutora em Engenharia Metallrgica e de Minas, area

de concentracdo Ciéncia e Engenharia de Materiais.

Orientador: DR. HERMAN SANDER MANSUR
Co-orientador: DR. LUIZ GUILHERME DIAS HENEINE

Belo Horizonte
Escola de Engenharia - UFMG
2005



DEDICATORIA

Aos meus queridos Serafim, Adriano, Josiana e Juliana.



AGRADECIMENTOS

Este trabalho ndo poderia ser realizado sem a ajuda de véarias pessoas a quem presto minha
homenagem.

Ao Prof. Dr. Herman Sander Mansur pela orientacédo e participacdo, confianca e incentivo durante o
desenvolvimento deste trabalho.

Ao Dr. Luiz Guilherme Dias Heneine pela orientacdo e entusiasmo durante os experimentos no
Laboratorio de Imunologia do Centro de Pesquisa e Desenvolvimento da Fundagédo Ezequiel Dias —
FUNED.

Ao grupo de Biomateriais do Departamento de Engenharia Metallrgica e de Minas — UFMG,
Professores Dr. Herman Sander Mansur, Dra. Marivalda Magalhdes Pereira e Dr Rodrigo Lambert
Oréfice pelos ensinamentos e pela motivacgao.

Ao Prof. Dr. Alfredo de Miranda Goes, Prof. Dr2 M. Fatima Leite, & doutoranda Patricia Valerio e
especialmente a Ana Paula do Laboratério de Imunologia e Bioquimica do Instituto de Ciéncias
Biologicas — UFMG, pela contribuigdo neste trabalho.

Ao Departamento de Odontologia das Faculdades Federais Integradas de Diamantina pelo apoio e
oportunidade.

A Profa Cintia T. Pimenta de Araujo pelo apoio e dedicacdo a Disciplina de Materiais Dentarios do
Departamento de Odontologia — FAFEID.

Aos professores, técnicos e funcionarios do Departamento de Engenharia Metallrgica e de Minas —
UFMG, especialmente do Laboratério de Microscopia Eletrénica e do Laboratério de Raios-X, grandes
contribuidores para a realizacdo deste trabalho.

A todos os pesquisadores dos Laboratorios de Analise de Superficies e Materiais — LASMAT,
DEMET/EE-UFMG pela amizade e preciosas colaboracdes, especialmente a Alexandra, Eliane,
Guilherme, Livio, Luciana e Marise.

A Denise pela presteza e auxilio durante os experimentos no Laboratério de Anélise de Superficies e
Materiais — LASMAT, DEMET/EE-UFMG.

A CAPES pela bolsa concedida.

Aos pesquisadores e funcionarios do Centro de Pesquisa e Desenvolvimento da Fundacdo Ezequiel
Dias — FUNED especialmente a Alvaro, Ana, Augusto, Beth, D.Alice, Dario, Elaine, Horécio, Inacia,
Nelman, Paulo, Regina, Roberta, Theonys, a Dr2 Consuelo e ao Dr. Ricardo pelas colaboragées,
amizade e convivéncia.

A Patricia Cota Campos pela inestimavel dedicac&o, disponibilidade e amizade.

Aos meus pais, irmaos e toda a minha familia pelo carinho e incentivo.

A Antonieta, Emilio e José Flavio pela amizade.

“A gente nao faz amigos, reconhece-0s”.

(Vinicius de Moraes)



“Na vida, as vezes, somos chamados a enfrentar situacdes em que temos certeza de
que nossa for¢a ndo garantird a vitéria. Mesmo assim seguimos em frente confiando
na outra forca que nos protege e orienta. Aprendemos que nem sempre Deus

escolhe os mais capacitados, mas Ele sempre capacita os escolhidos”.

(Chris Linnares)

“Ousar é perder o equilibrio momentaneamente, nao ousar é perder-se”.

(Kierkegaard)



RESUMO

Santos, M.H. Sintese e caracterizacdo de biocompdsitos fosfatos de calcio/colageno dopados com
zinco. Tese (Doutorado em Engenharia MetalUrgica e de Minas, area de concentracdo Ciéncia e

Engenharia de Materiais) — Escola de Engenharia, Universidade Federal de Minas Gerais, 2005.

Ainda hoje, um grande desafio é o desenvolvimento de materiais biocompativeis por processos
viaveis economicamente. Neste estudo foram desenvolvidos compdsitos fosfatos de célcio/colageno
dopados com zinco para aplicacdo na regeneracdo Ossea. Hidroxiapatita e hidroxiapatita-pfosfato
tricalcico foram sintetizados tendo como precursores, hidréxido de célcio e acido ortofosférico. A
razdo molar Ca/P foi fixada em 1,67 e foram variados parametros de sintese, como tratamentos
guimico e térmico. Também se sintetizou hidroxiapatita e hidroxiapatita/Bfosfato tricalcico dopados
com nitrato de zinco durante a sintese. O colageno, extraido de pericardio bovino, foi submetido a
digestao enzimatica e purificado pela cromatografia de troca idbnica. Obteve-se colageno tipo | puro,
COL, que foi dialisado, caracterizado por eletroforese e liofilizado. Compdsitos de hidroxiapatita e
hidroxiapatita-pfosfato tricalcico dopados e ndo dopados com Zn/COL e hidroxiapatita/COL/Zn foram
desenvolvidos, usando a proporcdo 80%/20% em peso. Todos os materiais foram caracterizados
através da analise quimica elementar, microscopias de luz e eletrénica de varredura, difracdo de
raios-X e espectroscopia de infravermelho. Os compositos apresentaram caracteristicas morfolégicas
e estruturais semelhantes aos seus materiais constituintes. A avaliacdo bioldgica dos compésitos in
vitro mostrou viabilidade celular, apresentando proliferacdo e producdo de fosfatase alcalina dos
osteoblastos. Os biocompésitos desenvolvidos, possivelmente, poderdo ser usados na reconstituicao

do tecido 6sseo.

Palavras-chave: biomateriais, compdsitos, hidroxiapatita, colageno, zinco, purificacéo.



ABSTRACT

Santos, M.H. Synthesis and characterization of calcium phosphates/collagen biocomposites doped
with zinc. Thesis (Doctorate in Metallurgical and Mines Engineering, area of concentration Science

and Engineering of Materials) - School of Engineering, Federal University of Minas Gerais, 2005.

Just now, a great challenge is the development of biocompatible materials for economically feasible
processes. In this study were developed calcium phosphate/collagen composites doped with zinc for
application in bone regeneration. Hydroxyapatite and hydroxyapatite-ftricalcium phosphate were
synthesized having calcium hydroxide and orthophosphoric acid as precursors. The Ca/P molar ratio
was fixed at 1.67 and were varied synthesis parameters as chemical and heat treatments.
Hydroxyapatite and hydroxyapatite-B-tricalcium phosphate were synthesized and doped with zinc
nitrate during the synthesis. The collagen, extracted from bovine pericardium, was submitted to the
enzymatic digestion and purified by ion-exchange chromatographic method. High purity grade type |
collagen (COL) was obtained, dialyzed, characterized by electrophoresis and lyophilized.
Hydroxyapatite and hydroxyapatite-ptricalcium phosphate composites were produced with collagen,
by sing the ratio 80/20 (CaP/COL, weight%). Also, they were doped with zinc by using Zn(NO3), salt.
All samples were characterized by chemical analysis, light and scanning electron microscopy, X-ray
diffraction and infrared spectroscopy. The composites presented morphologic and structural
characteristics similar to their constituent materials. The biological evaluation of the composites in vitro
showed cellular viability, presenting proliferation and production of alkaline fosfatase of the
osteoblasts. Probably, the developed biocomposites can be used for rebuilding bone tissue in the

future.

Keywords: biomaterials, composites, hydroxyapatite, collagen, zinc, purification.
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molecular (1); banda mais forte de IGG de coelho com anti-IGG de carneiro (135000 Da) (2);
pepsina (34700 Da) (3); COL bruto, diluicdo 1/2 (4); COL bruto, diluicdo 1/10 (5); COL bruto,
diluicdo1/50 (6).

Figura 111.8 — Eletroforese em gel de poliacrilamida a 12%: aplicacdes dos sobrenadantes
coletados apos a centrifugacao da DEAE com as amostras de COL bruto pH 6,8 (1), 7,4 (2),
8,2 (3) e 10,0 (4); aplicagdes de proteina eluida da DEAE pH 6,8 (5), 7,4 (6), 8,2 (7) e 10,0 (8),

usando solugéo de NaCl 0,1 M.

Figura II1.9 - Esquema do grupamento quimico da DEAE, carregada positivamente e de
aminoacidos que formam a molécula de colageno, carregada negativamente pelo controle do
pH com valor acima do pl das cadeias al e a2 do colageno bovino tipo I; interacdo das

moléculas da amostra de COL bruto, pH 10,0, com a DEAE, pH 10,0, através de forca idnica.

Figura I11.10 — Grafico da leitura de absorbancia, no comprimento de onda de 226 nm, das

solucdes de lavagem da DEAE + COL bruto, com concentracdes diferentes de NaCl.
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Figura 111.11 - Cromatograma das leituras de absorb&ncia no comprimento de onda de 226 nm
das fracbes coletadas (®) durante o processo de purificacdo; aplicacdo da ST, da SE NacCl
0,25 M, e da SL (setas verticais); pools (a, b, ¢, d) das fragBes coletadas apos aplicagcdo de
ST, SE e SL (setas horizontais) (A); gel de eletroforese com aplicacdo dos pools a, b, d, c, ¢, d

nas canaletas 1, 2, 3, 4, 5, 6 respectivamente (B).

Figura 111.12 - Cromatograma das leituras de absorb&ncia no comprimento de onda de 226 nm
das fracbes coletadas (®) durante a aplicacdo da SE NaCl 0,15 M (seta) (A); gel com
aplicacdo nas canaletas 2, 3, 4, 5 e 6 das fragcbes coletadas 2, 3, 4, 5 e 6 correspondentes ao

pico formado na eluicdo da proteina (B).

Figura 111.13 - Cromatograma das leituras de absorbancia no comprimento de onda de 226 nm
das fracGes coletadas (®) durante a aplicacdo da SE NaCl 0,10 M (seta) (A); gel com
aplicacdo nas canaletas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8, do padréo de pureza (1), do padrdo de peso
molecular (2), e das fragBes coletadas 3, 4, 5, 6, 7 e 8 correspondentes ao pico formado na

eluicdo da proteina (B).

Figura I1l.14 — Eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% de COL: padrao de alto peso
molecular (1); colageno bovino tipo | comercial, ColC (2); COL puro liofilizado (3); fracdes de
COL durante a purificacdo (4, 5, 6); extrato de COL bruto (7).

Figura 111.15 — Western blotting de Colc (A), e COL (B); padrdo de peso molecular (P).

Figura 111.16 — Representagédo grafica da curva do padrao de peso molecular (a) e da curva do
peso molecular das bandas de COL (b) (A), calculadas a partir da caracterizacao no gel de
poliacrilamida do padréo de alto peso molecular (canaleta 1) e da amostra de COL (canaleta
2) (B); bandas com pesos moleculares de 125380 e 117330 Da correspondentes as cadeias

al e a2 tipicas do colageno tipo I.

Figura IIl.17 — Fotografias de MLT das amostras de ColC, com aumento de 100X (A); e das
amostras liofilizadas de COL, com aumento de 100X (B), e de 400X (C).

Figura 111.18 — Micrografias de MEV da estrutura de COL (A) com aumento de 1.000X, com
aumento de 5.000X (C); de ColC (B) com aumento de 200X, e com aumento de 2.000X (D);
da estrutura de PB com aumento de 5000X (E), e com aumento de 2000X (F); 15 keV.

Figura 111.19 — Micrografias de MEV da estrutura amorfa de COL, aumento de 200X (A), com
aparéncia de fitas desorganizadas, aumento de 500X (B); de areas com presenca de
nanofibras (C e D), aumento de 1.200X e 15.000X, e de areas com estrutura de aspecto
esponjoso (E e F), aumento de 600X e 700X; 15 keV.
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Figura 111.20 — Espectros de EDS de PB desidratado (A), COL (B) e ColC (C).

Figura Il.21 - Micrografias de MEV das amostras de COL liofilizadas, antes do procedimento
de didlise (A e B), e apés a didlise (E); espectros de EDS de COL antes (C e D) e apés a
didlise (F); cristais de sal na superficie do COL (B — circulos) detectados no EDS como Na e
Cl (D).

Figura 111.22 — Espetros de FTIR de COL bruto (A) e PB (B).

Figura I11.23 — Representacado grafica da estrutura quimica de amidas (A) e da seqiiéncia de
aminoacidos que formam a cadeia a da molécula de colageno tipo I: glicina, prolina e
hidroxiprolina (B); espectro de FTIR de COL com as ligacdes quimicas referentes aos grupos
funcionais presentes e identificacdo de suas respectivas bandas de absorcéo (a), espectro de
FTIR de COL bruto (b).

Figura 111.24 — Espectro de FTIR de COL (A) e de ColC (B).

Figura IV.1 — Esquema das etapas realizadas no desenvolvimento do trabalho, com evidéncia

da etapa referente ao capitulo IV.

Figura IV.2 — Fotografia dos compoésitos com diferentes proporcbes de HAP/COL (A);
compdsito C1 na proporcdo 80%/20% apds liofilizacdo (B); e variados modelos obtidos do

compoésito em formas de silicone (C).

Figura IV.3 — Fotografia na lupa estereoscopica de uma por¢do da manta do compdésito C1

(A); e da manta de um composito hidroxiapatita/colageno comercial, 32X (B).

Figura 1V.4 — Micrografia de MEV da superficie da amostra C1, HAP/COL, com distribuicao
das particulas de HAP na matriz de COL (A), aumento de 1000X, 15 KeV; espectro de EDS

com picos de alta intensidade dos principais constituintes do compésito: C, Ca e P (B).

Figura IV.5 — Micrografias de MEV pela técnica de elétrons retroespalhados da superficie de
ruptura da manta do composito C1: particula de HAP exposta (seta larga) e particula de HAP

envolta por colageno (seta estreita), aumento de 750X, 15 KeV.
Figura 1V.6 - Espectros de EDS pontuais da particula de HAP exposta (A) (Fig. IV.5 - seta
larga), e da particula envolta pela matriz de COL (B) (Fig. IV.5 - seta estreita), com picos de

alta intensidade de seus principais constituintes.

Figura IV.7 - Micrografias de MEV das particulas de HAP concentradas em determinadas
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areas no composito (A), aumento de 300X, 15 KeV; espectro de EDS pontual da particula de

HAP indicada por seta na micrografia (B).

Figura 1V.8 - Micrografia de MEV do compésito hidroxiapatita/colageno comercial (A),
aumento de 200X, 15KeV; e seu espectro de EDS (B).

Figura IV. 9 — Micrografias de MEV do compésito HAPBTCPZn/COL com particulas de
HAPBTCPZn agregadas ao colageno com aumento de 500X (A e B), de 550X (C); e de 1500X
(D); 15 KeV.

Figura IV. 10 — Micrografias de MEV das particulas de HAP carbonada no compésito
HAP/COL (A); estruturas de COL recobertas com particulas de HAPBTCPZn (B) e de HAP

(C); e respectivos espectros de EDS.

Figura 1V.11 — Difratograma de raios-X do compdésito C1, HAP/COL, com presenga de picos

caracteristicos de HAP e de fase amorfa correspondente ao COL.

Figura 1V.12 — Difratogramas de raios-X do compésito HAP/COL (A), da HAP (B) e do COL
().

Figura 1V.13 - Difratograma de raios-X do compésito C1 com a relacdo 60%:40% com

presenca de picos de HAP e grande quantidade de fase amorfa referente ao COL.

Figura 1V.14 — Perfil do difratograma do compdsito preparado com a relagdo CaP:COL =

80%:20% (A), e do compésito C1 preparado com a relacao 60%:40%.

Figura IV.15 — Difratogramas para comparacdo entre os compésitos HAPBTCP/COL (A),
HAPZN/COL (B), hidroxiapatita/colageno comercial (C), e HAP apés secagem a 100C (D).

Figura 1V.16 — Grupamentos funcionais da cadeia da molécula de COL (A) e dos grupos
fosfatos dos materiais CaP (B); espectro de FTIR do composito HAP/COL (C1) com bandas

caracteristicas de suas ligagdes quimicas e respectivos nimeros de onda de absorgéo (C).

Figura 1V.17 — Espectros de FTIR do compdsito HAPBTCP/COL (C2) com bandas

caracteristicas de suas ligacdes quimicas, e de HAP/COL (C1) (A).

Figura IV.18 — Espectros de FTIR para comparacao entre HAP (a), COL (b) e o compésito
HAP/COL (c) (A); area ampliada do espectro com as bandas referentes a ligagdo C = O em
1347 cm™ no COL e sua diminuicdo para o nimero de onda 1343 cm™ no composito
HAP/COL (B).
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Figura 1V.19 — Espectros de FTIR para comparagcdo entre HAPBTCP (a), COL (b) e o
compdsito C3 HAPBTCP/COL (c) (A); area ampliada do espectro com as bandas referentes a
ligacdo C = O em 1347 cm™ no COL e sua diminuicdo para o nimero de onda 1344 cm™ no
compésito HAPBTCP/COL (B).

Figura IV.20 — Espectros de FTIR para comparacdo entre HAP/COL (C1), HAPZn/COL (C2),
HAPBTCP/COL (C3), HAPBTCPZn/COL (C4) e HAP/COL/Zn (C5).

Figura 1V.21 — Proliferacéo e viabilidade celular avaliados pelo ensaio de MTT: a viabilidade
dos osteoblastos em presenca dos compdsitos, apdés 72 h de incubacdo, ndo mostrou
diferenca estatisticamente significativa comparado com o0s osteoblastos do grupo controle;
(P<0,005).

Figura 1V.22 — Apoptose dos osteoblastos (%) na presenca dos compésitos de CaP.

Figura IV.23 — Producgéo de fosfatase alcalina medida pelo ensaio de BCIP-NBT: a fosfatase
alcalina produzida pelos osteoblastos em presenca dos compdsitos, apos 72 h de incubacéo,
ndo mostrou diferenca estatisticamente significativa em relacdo aos osteoblastos do grupo
controle; (P<0,005).

Figura IV.24 — Comparacéo grafica dos resultados estatisticos para a producdo de fosfatase
alcalina dos osteoblastos nos grupos: (A) HAP/COL (C1) e HAPZn/COL (C2); (B)
HAPBTCP/COL (C3) e HAPBTCPZn/COL (C4); (C) HAP/COL (C1) e HAP/COL/Zn (C5); e (D)
HAPZn/COL (C2) e HAP/COL/Zn (C5).

Figura IV.25 — Imagens da coloracdo por BCIP-NBT da fosfatase alcalina produzida pelos
osteoblastos na presenca do grupo controle (Ct); ampliacdo de uma célula osteoblastica
(quadro azul a direita); coloracdo da fosfatase alcalina presente na matriz (seta de cor

vermelha); coloracao das vesiculas de formacao de fosfatase alcalina (seta de cor verde).

Figura 1V.26 — Imagens com aumento de 150X da coloracdo por BCIP-NBT da fosfatase
alcalina produzida pelos osteoblastos na presenca dos grupos Cl1 e C2; presenca do
compdsito (seta de cor rosa); coloracdo da fosfatase alcalina presente na matriz (seta de cor
amarela); coloracdo das vesiculas de formacéo de fosfatase alcalina na matriz (seta de cor

verde).

Figura 1V.27 — Imagens com aumento de 150X da coloracdo por BCIP-NBT da fosfatase
alcalina produzida pelos osteoblastos na presenca dos grupos Cl1 e C2; presenca do
composito (seta de cor rosa); coloracdo da fosfatase alcalina presente na matriz (seta de cor

amarela); coloracdo das vesiculas de formacao de fosfatase alcalina na matriz (seta de cor
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verde). 159

Figura 1V.28 — Imagens com aumento de 150X da coloracdo por BCIP-NBT da fosfatase
alcalina produzida pelos osteoblastos na presenca dos grupos C5; presenca do compdésito
(seta de cor rosa); coloracdo da fosfatase alcalina presente na matriz (seta de cor amarela);

coloragdo das vesiculas de formacéo de fosfatase alcalina na matriz (seta de cor verde). 160
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CAPITULO | - INTRODUGAO

1 INTRODUCAO

Desde épocas passadas o homem tem-se preocupado em restaurar ou substituir partes danificadas
do tecido 6sseo. A recuperagao deste tecido lesado por trauma ou doenga representa, ainda hoje, um
grande transtorno. Numerosas tentativas tém sido realizadas com materiais das mais diversas
origens, mas poucos mostraram resultados satisfatérios. A maioria deles provoca, em maior ou menor
grau, uma resposta imunologica do organismo receptor, € métodos complexos e onerosos sao
usados para o projeto e desenvolvimento de tais materiais.

A Engenharia de Materiais emprega conhecimentos de processamento, estrutura e propriedades para
sintetizar e desenvolver materiais para suas aplicagdes especificas (Van Vlack, 1984; Callister Jr,
2002). Pesquisas focam o desenvolvimento de materiais engenheirados para restaurar ou substituir
fungdes bioldgicas. Assim, surgiu uma nova geragao de materiais, levando-se em consideragdo a
biocompatibilidade como um parametro para sua formulagdo e uso. Denominados biomateriais,
podem ser constituidos de uma ou mais substancias, de origem natural ou sintética (Willians, 1987).
O potencial dos biomateriais sintéticos na regeneragado dos tecidos duros € relevante, pois nao
danificam tecidos saudaveis, ndo trazem riscos de contaminagdes virais e bacterianas, e podem ser

disponibilizados comercialmente.

As ceramicas especialmente desenvolvidas e fabricadas para reparar partes do corpo lesadas sao
chamadas de bioceramicas, as quais se apresentam como materiais bioativos ou apenas
biotoleraveis (Willians, 1987; Kawachi et al., 2000). O grupo fosfatos de célcio, CaP, € um exemplo
da classe de materiais bioativos, sendo o que mais se aproxima da por¢ao mineral de 0ssos e dentes
(Pereira et al., 1999; LeGeros, 2002). Seus representantes mais usados sdo a hidroxiapatita,
Cay9(PO4)s(OH),, e o fosfato tricalcico, Caz(PO,).. A hidroxiapatita, HA, tem um lugar de destaque
entre as bioceramicas e seu uso é bastante difundido (Kawachi et al., 2000). A auséncia de toxicidade
local ou sistémica, auséncia de resposta a corpo estranho ou processo inflamatério, capacidade de
reabsorgao e habilidade em se ligar ao tecido hospedeiro sao caracteristicas deste material (LeGeros,
1991). A osteocondutividade, estrutura cristalografica e composi¢cao quimica semelhantes a apatita
Ossea tornam cada vez maior a aplicagdo da hidroxiapatita na area médico-odontolégica. O fosfato
tricalcico, BTCP, é absorvivel em condigdes fisiolégicas, podendo ser substituido, gradativamente, por
0ss0, quando usado como biomaterial em defeitos 6sseos (Yang e Wang, 1998; Pefa e Vallet-Regi,
2003). Entretanto, pode ser toxico se usado puro. O BTCP pode ser sintetizado junto com HA, usando
variadas relacbes. Essa associagdo determina as propriedades de biocompatibilidade e
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biodegradabilidade, de acordo com a necessidade de aplicagao diferenciada destes biomateriais em
diversas partes do organismo.

Os polimeros naturais, como proteinas, polissacarideos e polinucleotideos, sdao usados como
biomateriais. Das vérias proteinas, o coldgeno é o componente da matriz extracelular mais
freqientemente usado como biomaterial (Viidik e Vuust, 1980; Yannas, 1996; Lee et al., 2001; Tirrel
et al., 2002). O colageno tipo I, 0 mais comum tipo de colageno, é componente majoritario de tecidos
como tenddes, ligamentos, pele, 0sso, cérnea e capsulas fibrosas dos 6rgaos internos (Kumudinie e
Premachandra, 1999). O seu intenso uso na medicina, odontologia e farmacologia deve-se as suas
propriedades naturais de agdo hemostatica, biodegradabilidade, baixa alergenicidade, antigenicidade
e alta biocompatibilidade comparada com outros polimeros naturais. A sua interagdo com o tecido o

torna uma eficiente matriz para a fabricagao de variadas formas de biomateriais.

O processo de purificagdo das proteinas faz-se necessario, para que elas possam ser aplicadas
biologicamente com maior seguranga. De acordo com Kumudinie e Premachandra, 1999, torna-se
necessario desenvolver um protocolo especifico, empregando-se métodos de purificacdo usuais,
porém de uma forma coerente com as caracteristicas e necessidades do material, economizando
etapas de trabalho, o que representa menor custo e maior produgdo. O colageno purificado ndo é
facilmente disponibilizado no comércio para uso na area biomédica. Geralmente, este biopolimero

precisa ser importado, com um alto custo por grama de material.

O pericardio bovino tem sido amplamente usado como matéria-prima para biomateriais em varias
areas da medicina (Liao et al., 1992; Lee et al., 2000; Martucci et al., 2000) por apresentar-se como
um tecido que possui o colageno como sua molécula estrutural fundamental (Zioupos et al., 1992). E
um material bioldgico heterdlogo com excelente biocompatibilidade, adequadas propriedades
biofisicas e propriedades de elasticidade, devido ao alto conteudo de fibras colagenas. O pericardio
bovino, além de ser material de facil manipulagdo, € também de facil obtengao e baixo custo, pois &
considerado um subproduto do animal de abate.

Um compésito consiste da combinagao de dois ou mais materiais ou fases visando a manipulagéo de
propriedades e comportamento (Park e Lakes, 1992; Alexander, 1996). Suas propriedades devem ser
superiores ou intermedidrias aquelas dos constituintes individuais (Anusavice, 1998). O compésito,
quando se deseja aplica-lo como biomaterial, deve possuir caracteristicas essenciais, tais como
biocompatibilidade e, as vezes, biodegradabilidade. Os biocompdsitos sao extensivamente aplicados
na ortopedia, cardiologia, cirurgia plastica, oftalmologia, farmacologia, odontologia e outras areas.

O aspecto mais importante na utilizagdo de colageno na forma de compdésitos com bioceramicas € o
fato desta proteina ser a matriz em que os sais de fosfato de célcio se depositam para dar origem ao
tecido 6sseo (Mann et al., 1989). Varios compdsitos de CaP/colageno tém sido desenvolvidos como
biomateriais potenciais para a substituigdo do 0sso, devido a anadloga composi¢cdo com esta estrutura
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(Du, 1998; Bakos, 1999; Tirrel et al., 2002). O interesse nesta area deve-se as crescentes aplicagdes
clinicas destes biomateriais, sendo que os principais estudos estéo direcionados para a melhoria de
suas propriedades fisico-quimicas e de seu processamento (Bet, 1995; Paula et al., 2002; Tonhi e
Plepis, 2002; Deyl et al., 2003; Sato et al., 2003; Eriksen et al., 2004; Lin et al., 2005). Esses
biocompésitos tém sido extensivamente investigados para o desenvolvimento de substitutos do osso
natural, mimetizando suas propriedades de biocompatibilidade e suas propriedades mecénicas;
entretanto, esses materiais idealizados para regeneracgdo 6ssea ainda exibem falhas.

Pesquisas recentes (lto et al., 2001; lto et al., 2002; Sogo et al., 2004; Webster et al., 2004; Sogo et
al., 2005; Wei e Akinc, 2005) tentaram remediar os problemas relacionados com as propriedades de
bioatividade dos materiais CaP sintéticos, acrescentando a estrutura dos fosfatos de calcio minimas
quantidades de cétions divalentes e trivalentes. A adesdo de osteoblastos na superficie destes
materiais aumentou significativamente. O zinco, Zn, conhecido como um material citotéxico em
grandes concentragées, tem sido usado para dopar os materiais fosfatos de calcio. Os ions Zn*?, em
baixas concentragdes, podem comportar-se como estimuladores da formagado dssea, em curto
periodo de tempo, sendo considerado um promissor biomaterial.

A selecao de biomateriais adequados a serem usados nos tecidos vivos fundamenta-se em sélidas
consideragdes bioldgicas, ja que o material estard em contato com um sistema homeostasico. O
biomaterial ndo devera perturbar este sistema ou, se isto acontecer, devera ser da menor magnitude
possivel. Testes in vitro sdo aplicados aos materiais para avaliagdo da citocompatibilidade e, a seguir,
sao submetidos a avaliagdo em animais, simulando situagdes clinicas. Dessa maneira, eles poderéao
adquirir o nivel de seguranga adequada para sua aplicacdo real e ser comercializado dentro de

padrdes biolégicos exigidos para um biomaterial.

Atualmente, a grande maioria dos biomateriais utilizados no Brasil ainda é importada, sendo
deficiente 0 numero de industrializagcao nacional nesta area. E, muitas vezes, quando desenvolvidos
aqui, sao utilizados processos que os tornam materiais economicamente inviaveis. Estes fatores
contribuem para indisponibilizar quantidades suficientes de biomateriais para restaurar defeitos
0sseos. Torna-se de relevante importancia o desenvolvimento de compoésitos para reconstituigao do
tecido ésseo, que possa atender a crescente demanda desses materiais nas aplicagdes biologicas

das diversificadas areas da saude.
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2 REVISAO TEMATICA

2.1 TECIDOS

O conhecimento da estrutura dos tecidos é de relevante importancia para a analise e entendimento
de suas propriedades. Uma maior porcentagem de fase mineral no tecido afeta sua densidade,
resisténcia, rigidez e mddulo de elasticidade. Uma maior porcentagem de fase organica, por exemplo,
fibras colagenas, maior sera a tenacidade, a elasticidade e a capacidade de deformagao do tecido
(Park e Lakes, 1992). Segundo estes autores, os tecidos podem ser divididos em dois grandes
grupos:

tecidos mineralizados ou calcificados (tecidos duros)

- esmalte, dentina e 0sso0;

tecidos ndo mineralizados (tecidos moles)

- tecidos ricos em colageno: pele, tendao, cartilagem;

- tecidos elasticos: vasos sanguineos, musculos, etc.

Os tecidos duros sdo formados por uma série de eventos envolvendo a mineralizagdo das proteinas
da matriz extracelular comandada por células com fungbes especificas de manter a integridade
desses tecidos (LeGeros, 2002). Os tecidos mineralizados do corpo humano sdo esmalte, dentina e
osso (Ten Cate, 1994; Jones, 2001; LeGeros, 2002).

2.1.1 Dente

Os dentes exercem a fungado de mastigagao no ser humano, também sdo essenciais para a fala
adequada e, atualmente, uma devida ateng¢do tem sido dada a sua estética. A estrutura histologica
dos dentes é semelhante, apesar de variarem de forma e tamanho (Ten Cate, 1994). O dente
compde-se, anatomicamente, de coroa e raiz, e a unidao entre essas duas partes € a margem cervical

(Ten Cate, 1994; Jones, 2001), como ilustrado na Figura I.1.
2.1.1.1 Esmalte

A coroa clinica do dente, ou seja, a porgdo do dente visivel na cavidade bucal, é revestida pelo
esmalte (Fig. |.1). Este tecido acelular e inerte, contém cerca de 96% de material inorgénico,
cristalitos de hidroxiapatita (fosfato de calcio cristalino) e pequenas quantidades de carbonato,
magnésio e sbdio, sendo considerado o tecido mais altamente mineralizado do corpo humano. O
esmalte possui tragos de material organico, 1%, principalmente de natureza protéica, as enamelinas
com alto peso molecular, algum material polissacaridico e aproximadamente 3% de agua (Ten Cate,
1994; Jones, 2001).
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Esmalte
Coroa<——
E Dentina
Margem cervical Polpa
Gengiv Cemento
Osso alveolar
Raiz

Ligamento periodontal

Figura I.1 — Representagdo esquematica da estrutura do dente.

Os prismas, estruturas béasicas do esmalte, sdo separados pela substancia interprismatica, também
composta de cristalitos de apatita, que estao alinhados numa diregao diferente daquela dos prismas,
criando, assim, a sua estrutura histolégica. Em um corte perpendicular a superficie do dente pode ser
observado o arranjo dos prismas com as areas interprismaticas (Fig. 1.2). (Ten Cate, 1994; Boyde,
1997).

O esmalte, apesar de ser um material fridvel, & extremamente duro e suporta as forgas mecéanicas
aplicadas durante a mastigagao (Marshall Jr., 1993). Devido ao seu alto conteddo mineral pode ser
desmineralizado pelo ataque quimico dos alimentos &cidos ou produtos do metabolismo de
carboidratos das bactérias (acidos latico, acético, propidnico, etc.) levando a carie dental (Marshall Jr.,
1993; Ten Cate, 1994). Essa estrutura pode ser destruida pela carie ou pelo uso, e ndo pode ser
regenerada.

2.1.1.2 Complexo dentina-polpa

A dentina é um tecido mineralizado, de natureza conjuntiva, avascular, constituindo a maior parte da
estrutura do dente (Fig. I.1). Devido a sua flexibilidade, suporta o esmalte, compensando sua
fragilidade (Ten Cate, 1994). As propriedades fisicas e quimicas da dentina sdo bem parecidas com

as do osso (Jones, 2001).

Este tecido é uma mistura bioldégica com cerca de 20% de matriz organica, 90% de fibras colagenas
tipo | e 10% de proteinas ndo colagenosas. Junto com o colageno, células odontoblasticas
diferenciadas secretam varias proteinas nao colagenosas (NPCs) dentro da matriz extra-celular da
dentina: proteinas de alto grau de fosfatase, proteinas tipo osteocalcinas, glicoproteinas &cidas, as



26

sialoproteinas, proteinas do plasma e proteoglicanas (LeGeros, 1991; D'Souza et al, 1995;
Nakabayashi e Pashley, 1998). A dentina possui também uma matriz constituida de 70% de
substancias inorganicas, formando cristais de hidroxiapatita calcio-deficientes com constituintes
secundarios, como carbonato, magnésio, sédio e cloro em maior quantidade que os cristais do
esmalte (Nakabayashi e Pashley, 1998; Bottino et al., 2001). A combinagao de colageno, proteinas
nao colagenosas juntamente com grande quantidade de agua (10%) cria uma rede insolGvel de
polimeros hidrofilicos, que mantém o substrato tmido (Nakabayashi e Pashley, 1998).

Figura 1.2 — Esmalte dentario condicionado com &cido fosférico a 37% por 30 s, mostrando a
estrutura prismatica; Ratner et al., 1996.

A uniao entre o esmalte e a dentina, conhecida como jungdo amelodentinaria ou margem cervical, é
estabelecida quando estes dois tecidos se formam (Ten Cate, 1994).

A dentina envolve uma camara pulpar central que contém a polpa (Fig.l.1), um tecido conjuntivo
frouxo. Entroncamentos nervosos, vasos sanguineos e linfaticos encontram-se presentes, provendo
um suporte metabdlico para as células odontoblasticas. A polpa é responséavel pela irrigagao, defesa
e sensibilidade do dente (Jones, 2001).

Dentina e polpa podem ser consideradas um mesmo érgao denominado complexo dentino-pulpar
(Kitasako et al., 1999). Na periferia da polpa as células odontoblasticas, tém seus prolongamentos,
conhecidos como processos odontoblasticos ou fibras de Tomes, situados dentro dos tubulos
dentinarios conico-alongados (Fig. 1.3) com 4 a 5 um de diametro (Jones, 2001). Os tUbulos contendo
0s processos odontoblasticos permeiam toda a extensdo da dentina e se dispdem de forma radial
divergente da polpa para o esmalte (Ten Cate, 1994). Eles estao preenchidos pelo fluido advindo da
polpa, gerando um fluxo lento e continuo e suas terminagdes nervosas estdo em contato com o corpo
das células odontoblasticas. Estimulos quimicos, mecanicos e térmicos sado transmitidos pelo fluido
ao longo dos tubulos dentinarios, resultando na sensibilidade do dente (Smith, 2002). Cada tubulo
dentinario é circunscrito pela dentina peritubular (Fig. 1.3), que é mais mineralizada (Jones, 2001).
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Entre os tubulos encontra-se a dentina intertubular (Fig. 1.3) constituida essencialmente de uma
densa matriz de fibrilas de colageno envoltas por cristalitos de hidroxiapatita (Nakabayashi e Pashley,
1998; Bottino et al., 2001; Jones, 2001).

A umidade e a permeabilidade dentinaria aumentam com a proximidade da polpa (Fig. 1.4). A
quantidade de colageno por volume diminui da dentina superficial para a dentina profunda que
apresenta tubulos mais largos e, conseqientemente, menor quantidade de colageno intratubular
(Garberoglio et al., 1976; Marshall et al., 1997; Nakabayashi e Pashley, 1998; Jones, 2001; Smith,
2002).

As células odontoblasticas secretam colageno, que age como uma matriz para a mineralizagdo, ou
seja, os odontoblastos secretam matriz de proteina e formam dentina durante a vida do dente (Jones,
2001). As agressoes de natureza bacteriana, fisica ou quimica atuam sobre a dentina e polpa
dentaria induzindo a formagdo de dentina como um mecanismo de defesa. Dessa maneira, o
conteudo mineral da dentina pode aumentar com a idade (Ten Cate, 1994; Jones, 2001; Pashley,
2002).

A dentina na porgao da raiz é recoberta pelo cemento (Fig. 1.1), tecido formado pelos cementoblastos.
O cemento é um tecido conjuntivo, avascular, 50% mineralizado com cristais de hidroxiapatita e com
uma matriz orgénica formada de colageno. Apresenta-se como um tecido duro semelhante ao osso e
esté aderido a dentina da raiz, ancorando os feixes de fibras colagenas do ligamento periodontal ao
dente (Fig. I.1) (Ten Cate, 1994; Avery, 1994).

Processo )
odontoblastico L » Dentina
intertubular
-+—» Dentina
peritubular

Figura 1.3 — Microscopia eletronica de varredura da dentina condicionada expondo as fibras
colagenas na dentina inter e peritubular; Lambrechts et al., 1996.
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Figura 1.4 — Esquema da distribuicdo dos tubulos dentinarios na dentina superficial e profunda e no
cemento; Pashley et al., 2002

2.1.1.3 Periodonto

A complexa estrutura dentaria, descrita acima, esta unida a maxila e a mandibula por um aparelho de
suporte especializado que consiste de osso alveolar e ligamento periodontal (Fig. 1.1), denominado
periodonto de fixagao (Figueiredo e Parra, 2002). O osso alveolar esta firmemente aderido ao osso de
suporte da maxila e mandibula e mostra-se em conformidade com os dentes. A estrutura histolégica
do osso do processo alveolar é essencialmente a mesma daquela do osso de suporte. O ligamento
periodontal é formado de um tecido conjuntivo especializado com feixes de fibras colagenas e uma
matriz em forma de gel. Uma de suas fungdes € articular o dente ao osso alveolar de modo que possa
suportar as forgas da mastigacdo. Possui também a funcdo sensorial fornecida por receptores
sensoriais existentes no seu interior (Ten Cate, 1994; Jones, 2001; Craig e Powers, 2004). Os
osteoblastos e os osteoclastos estdo presentes na superficie das trabéculas 6sseas do 0sso
esponjoso; na superficie externa do osso cortical dos ossos maxilares e mandibula; nos alvéolos,
voltados para o ligamento periodontal; e, na parte interna do osso cortical voltados para os espagos
medulares. O periodonto de protecdo compreende a gengiva, mucosa que circunda intimamente o
dente erupcionado, envolvendo todo esse complexo (Fig. I.1), (Ten Cate, 1994; Jones, 2001;
Figueiredo e Parra, 2002; Craig e Powers, 2004).

2.1.2 Osso

O osso é um tecido conjuntivo especializado mineralizado. Este compésito consiste de uma fase
organica em torno de 25% em peso formada na sua maior parte por colageno tipo |,
aproximadamente 92%, e também por proteinas nao colagenosas constituidas por osteonectina,
osteocalcina, proteina morfogenética, proteoglicanos, sialoproteina e agua. Esta matriz € permeada
por cristais de hidroxiapatita célcio deficiente, formando sua fase inorganica ou mineral, em torno de
aproximadamente 75% em peso (Ten Cate, 1994), que é baseada nos componentes de fosfato de
célcio (Jones, 2001; LeGeros, 2002).
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A hidroxiapatita do 0sso consiste de camadas ou lamelas de forma irregular e comprimentos variados
com aproximadamente 30 a 45 nm de largura e 5 nm de espessura, que sio orientadas
paralelamente umas as outras ao longo das fibras colagenas (LeGeros, 2002). As lamelas podem
estar densamente arranjadas ou nao, formando 0 0sso compacto e 0 0sso trabecular respectivamente
(Fig. 1.5). Portanto, macroscopicamente o osso divide-se em 0sso compacto, que nao possui
cavidades visiveis, e 0sso esponjoso, com cavidades intercomunicantes. Na constituicdo do osso
compacto, que compde aproximadamente 80% do esqueleto, encontra-se aproximadamente 30% de
poros e consiste de densos canais, por onde passam vasos sanguineos, circundados por 0sso
maduro. O o0sso trabecular apresenta-se esponjoso, com aproximadamente 70% de poros, e
altamente vascularizado. Compde 20% do esqueleto e suas lamelas formam uma matriz menos
densa que resiste as tensdes aplicadas ao 0sso. As células do osso trabecular estimulam a formagéo
O0ssea. Os ossos maduros ou adultos, sejam trabeculados ou compactos, sao histologicamente
idénticos (Ten Cate, 1994; Jones, 2001).

Osso
trabecular

Osso
compacto

Figura 1.5 — Corte transversal do fémur (A) e da crista iliaca (B): camada externa de 0sso compacto e
rede interna de osso trabecular.

Microscopicamente, o osso divide-se em primario e secundario. O 0sso primario é caracterizado pela
desorganizacdo das fibrilas colagenas. E altamente permeével aos raios X e sdo encontrados em
suturas do cranio, alvéolos dentarios e pontos de insercdo de tenddes. Normalmente, passa a ser
substituido por osso secundério, onde a organizagdo em lamelas é a caracteristica marcante (Ten

Cate, 1994).

O tecido 6sseo possui fungdes esqueléticas de suporte, protegao e locomogao, e funciona como

importante reserva de minerais. A razdo entre seus componentes organicos e inorganicos assegura-
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lhe certa elasticidade. O osso resiste mais as forgas de compressao, ou seja, forgas ao longo de seus
componentes fibrosos do que as forgas de tragao, que provocam fraturas com maior facilidade (Ten
Cate, 1994).

Sistematicamente, esse tecido é controlado por fatores hormonais e, localmente, por forgas
mecanicas e piezoelétricas (Ten Cate, 1994), atuando como um transdutor bioelétrico (Leivas, 2004).
Materiais piezelétricos possuem a propriedade de converter energia elétrica (campo elétrico e carga
elétrica) em energia mecanica (for¢ga e deslocamento) e vice-versa. O osso € definido como uma
estrutura “inteligente”, ou seja, tem a capacidade de perceber alteragdes nas condigdes operacionais
e promover adaptacoes, visando manter o comportamento mais satisfatorio (lkeda, 1996).

O tecido 6sseo apresenta variagao de todas as propriedades mecanicas e biolégicas em fungao do
tipo de osso, da idade, da localizagdo anatdémica, da regido, da posigao e da dire¢cdo. Essa variagao
decorre da fungao estrutural (suporte ou sustentagdo de 6rgéos ou sistemas), transmissao de forgas
ou alavancas (controle de movimentos de articulagdes), prote¢do e o nivel de atividade (intensidade,
direcao, frequéncia e duragao das solicitagdes — tensdes internas) (Leivas, 2004).

2.1.2.1 Remodelacéo dssea

No tecido 6sseo destacam-se trés tipos celulares tipicos: osteoblastos, osteoclastos e ostedcitos (Fig.
1.6). Os osteoblastos sintetizam a parte orgénica da matriz 6ssea, composta por coldgeno tipo I,
glicoproteinas e proteoglicanas (Ten Cate, 1994). Elas concentram fosfato de calcio, participando da
mineralizagdo da matriz. A agao sistémica e local de horménios, fatores de crescimento, ions, lipideos
metabdlicos e esterdides sado reguladoras da atividade dos osteoblastos e/ou sua diferenciacéo.
Depois que os osteoblastos terminam de sintetizar novo o0sso, alguns se diferenciam em osteécitos,
outros permanecem na superficie do novo osso e diferenciam-se em células de recobrimento, e o
resto sofre apoptose (processo regulado pelas proteinas de outras células para a programacao da
célula para a morte, algumas vezes chamada de suicidio celular) e desintegram-se (Oursler e Bellido,
2003; Swan, 2003).

Os osteoclastos participam dos processos de absorgao e remodelacdo do tecido ésseo. Sao células
gigantes e multinucleadas (Fig. 1.6), extensamente ramificadas. Nao sdo derivadas da mesma linha
das outras células do osso, e sim da fusdo de monécitos que atravessam os capilares sangiiineos.
Nos osteoclastos jovens, o citoplasma apresenta uma leve basofilia que vai progressivamente
diminuindo com o amadurecimento da célula, até que o citoplasma finalmente se torna acidéfilo.
Dilatagdes dos osteoclastos, através da sua agado enzimatica, escavam a matriz 6ssea com 4cidos e
enzimas hidroliticas, como a colagenase, e solubilizam os cristais contendo calcio, que se destacam
da matriz durante a reabsorgao desta, e formam depressdes conhecidas como lacunas de Howship
(Ten Cate, 1994; Langer, 2000; Yang et al., 2002). Os osteoclastos sado considerados macrofagos
especializados, que podem fagocitar pedagos da matriz 6ssea e dissolvé-la. Apos a reabsorgao 6ssea
eles sofrem apoptose (Oursler e Bellido, 2003; Swan, 2003).
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Os ostedcitos sao células maduras do 0sso, que originam dos osteoblastos, quando estes sao
envolvidos completamente por matriz 6ssea (Ten Cate, 1994). Entao, sua sintese protéica diminui e o
seu citoplasma torna-se menos basofilo. Estas células sdao as mais abundantes do osso e sao
altamente diferenciadas, possuem atividade de fosfatase alcalina e funcionam como células
mecénico-receptoras (Oursler e Bellido, 2003). Estao localizados em cavidades ou lacunas dentro da
matriz 6ssea (Fig. 1.6). Dessas lacunas formam-se canaliculos que se dirigem para outras lacunas,
tornando assim a difusdo de nutrientes possivel gragas a comunicagéo entre os osteocitos. A ativacao
dos ostedcitos estad vinculada ao processo de sinalizagdo das moléculas intracelulares. A rede de
osteocitos promove a organizagao no 0sso para responder as demandas mecanicas com aumento ou
reducao de aposicao 6ssea. Os ostedcitos tém um papel fundamental na manutencao da integridade
do 0sso, juntamente com os osteoblastos inativos, células de revestimento situadas na superficie do
0sso (Ten Cate, 1994; Langer, 2000; Yang et al., 2002; Oursler e Bellido, 2003; Swan, 2003).

O tecido 6sseo readequa-se constantemente através de um equilibrio dindmico entre os processos de
remogao e de formagdo dsseas (Leivas, 2004). A Figura 1.6 representa a remodelagdo do tecido
Osseo. Esse processo metabdlico inclui a degradagdo e reabsorgéao 6sseas, que séao mediadas pelos
osteoclastos, e os processos de estruturagdo e formagao 6ssea mediada pela agdo dos osteoblastos.
A remodelagao 6ssea é necessaria para a manutencao da saude global e da firmeza da trama Gssea.
Para isso, € importante um equilibrio entre os processos de reabsor¢cdo e formagdo d6sseas. Em
estados alterados do metabolismo 6sseo, esses processos se dissociam, ou seja, perdem o
equilibrio. Quando a reabsor¢do excede a formagéo, isso resulta numa perda de 0sso que pode
conduzir a desordens do tecido ésseo, como as lesées provocadas por doengas (Oursler e Bellido,
2003; Swan, 2003).
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Figura 1.6 — Diagrama dos processos de remocado e de formacédo do tecido 6sseo, a remodelacdo

dssea.
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A fosfatase alcalina 6ssea é uma glicoproteina especifica encontrada na superficie dos osteoblastos.
Sua fungao ainda nédo esta de todo elucidada, porém seu papel na mineralizagdo do esqueleto esta
confirmado. A avaliagdo da atividade sérica da fosfatase alcalina 6ssea é um marcador de turnover
6sseo que fornece informagbes Uteis do remodelamento 6sseo nas doencas ésseas, como a
osteoporose, a doenga de Paget e no acompanhamento de terapias preventivas e de reposigéo
hormonal ou de outras terapias antiabsortivas (Swan, 2003).

2.2 BIOMATERIAS

O homem, incansavelmente, busca por padrdes superiores de vida e longevidade. Cada vez mais se
torna evidente a necessidade de alternativas para o reparo e substituicdo de tecidos lesados por
traumas ou doengas. Assim, novos biomateriais tém sido criados na tentativa de minimizar esses

problemas e ampliar a expectativa de vida.

A Ciéncia dos Biomateriais originou da interagdo multidisciplinar, tendo como objetivo o projeto e o
desenvolvimento de uma nova gerac¢do de materiais a serem utilizados para a substitui¢ao, parcial ou
completa, de funcdes biolégicas (Park, 1984; Ratner, 1996; Kousvelari, 2001). Inimeras pesquisas
tém sido realizadas na tentativa de obter informacgdes sobre as complexidades do processo de
mimetiza¢ao, que requerem contribuicao de diversas areas da ciéncia como, medicina, odontologia,
biologia, matematica, quimica, fisica (Ratner, 1996; Kousvelari, 2001) e, principalmente, de pericias
da engenharia (PTEI, 2002).

A engenharia de tecidos consiste no desenvolvimento e manipula¢do de moléculas, células, tecidos e
6rgaos, com crescimento em laboratério, para substituir ou apoiar a fungdo de partes do corpo
defeituosas ou injuriadas (Pereira, 2000; PTEIl, 2002). A area encoraja o desenvolvimento de
biomateriais capazes de auxiliar na reprodugao da estrutura do corpo (anatomia) ou fungao (fisiologia)
perdida (Langer e Vicant, 1993; Kousvelari, 2001; Tirrel et al., 2002).

Em geral, o projeto de desenvolvimento dos materiais exige um pré-requisito, o conhecimento do
processamento, da estrutura e das propriedades do material. Cada material apresenta um
comportamento tipico diante de determinadas situagdes e isto caracteriza suas propriedades. As
propriedades dos materiais originam-se em sua estrutura interna e esta estrutura ndo envolve apenas
0s atomos, mas também o modo como estes se associam com seus vizinhos, em cristais ou
moléculas. As propriedades como elasticidade, resisténcia, dureza e tenacidade podem ser
modificadas para se criar 0 material desejavel. As modificagbes das propriedades podem acontecer
toda vez que o processo de fabricagado alterar a estrutura interna dos materiais. A Engenharia de
Materiais, empregando conhecimentos fundamentais, sintetiza, desenvolve, prepara, modifica e aplica
0s materiais para suas exigéncias. Torna-se necessario um modelo estrutural, onde componentes
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diferentes sao misturados em proporgdes especificas para uma montagem precisa (Van Vlack, 1984;
Callister Jr., 2002).

Uma classica definicdo de biomaterial € relatada como sendo uma substancia, com excecao de
drogas, ou a combinagado de duas ou mais substancias, de origem sintética ou natural, que durante
um periodo de tempo indeterminado, é usada com a intengdo de interagir com sistemas bioldgicos
(Williams, 1987). Eles sdo utilizados como um todo ou parte de um sistema que trata, restaura ou
substitui algum tecido, 6rgéo ou funcdo do corpo (Mirtchi et al., 1989). De acordo com Pereira, em
2001, muitas definigbes de biomaterial sdo encontradas na literatura:

+ uma substancia inerte sistematica e farmacologicamente projetada para implantacdo ou
incorporagao a um sistema vivo;

+ um material usado para substituir parte de um sistema vivo ou para exercer uma fungdo em
contato intimo com tecidos vivos;

+  tudo que, de modo continuo ou intermitente, entra em contato com fluidos corpéreos, mesmo que
esteja localizado fora do corpo.

Assim, uma definicdo que pode ser aceita é que biomateriais sdo materiais biologicamente inertes ou

compativeis, implantados ou incorporados a um sistema vivo, de modo continuo ou intermitente.

Dados historicos, que datam de 4000 anos a.C., registram a primeira utilizagao dos biomateriais como
materiais de sutura. Placas de ouro foram utilizadas para o reparo de lesdes cranianas, pelos
egipcios, cerca de 1000 a.C., e sdo registros de biomateriais ortopédicos. Membros artificiais eram
conhecidos desde a época do Império Romano até a Idade Média. No século XX surgiu a era
moderna de biomateriais com a introdu¢do dos conceitos de assepsia e esterilizagdo (Park, 1984).
Apéds os anos 70 surgiu o conceito de que a substituicdo de um tecido deve ser feita por uma
estrutura funcionalmente semelhante, de acordo com a natureza e caracteristicas funcionais do tecido
a ser substituido. Inicialmente, tenta-se 0 uso de tecidos naturais, que € limitado pela disponibilidade
e altos indices de reagdes imunoldgicas (Park, 1984); ou envolve o uso de materiais com
caracteristicas quimicas similares, como por exemplo, a seda, o Nylon e o colageno; ligas metélicas
de alta resisténcia mecénica e livres de corrosao, como Ti-Al-V; e cerdmicas como os vidros bioativos

e a hidroxiapatita (Ratner, 1996).

A Figura 1.7 representa varias atividades biolégicas que podem ser substituidas por biomateriais
(Silver e Doillon, 1989; Park, 1992).

Um material necessita atender a alguns critérios para ser aceito como um biomaterial, de acordo com
a Conferéncia de Consenso em Biomateriais para aplicagdes clinicas de 1982. De um modo geral, o
biomaterial deve apresentar caracteristicas fundamentais (Silver e Doillon, 1989; Park, 1984;
Anusavice, 1998):

+  ser biocompativel;

+  nao ser toxico ou carcinogénico;



+  ser quimicamente estavel;

+ ter estabilidade mecéanica adequada ao seu uso;
+  ter peso, densidade e forma adequados;

- ter custo relativamente baixo;

- ser reprodutivel e de facil fabricagao;

«  ser esterilizavel;
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+  ser biofuncional, ou seja, estimular reagdes bioldgicas favoraveis e desempenhar a fungao para a

qual foi projetado com o méaximo de eficiéncia, pelo tempo desejado.

A biocompatibilidade é a primeira qualidade importante do ponto de vista biolégico de um material, ja

que reune caracteristicas especificas adequadas para determinada area e para que este local se

mantenha sem reagdes adversas. As atividades bioativas do material s6 poderao manifestar se
houver biocompatibilidade (Park, 1984; Williams, 1987; Silver e Doillon, 1989).
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Figura 1.7 - Esquema representativo de atividades bioldégicas que podem ser substituidas por

biomateriais; adaptado de Silver e Doillon, 1989 e Park, 1992.

A biodegradabilidade é também considerada uma importante caracteristica do biomaterial em

algumas de suas aplicagdes. As vezes o material precisa ser degradado pelo organismo apés o
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término de sua fungdo, como por exemplo, em suporte de crescimento de tecidos e em sistemas de

liberacao de farmacos (Graham e Wood, 1984; Shigemasa e Minami, 1995).

Os biomateriais podem ser classificados, de acordo com a sua natureza quimica, em duas grandes
categorias (Park, 1984; Ratner, 1996):

+ naturais, como por exemplo o colageno, a seda, a queratina;

+  sintéticos, como por exemplo as ceramicas, os polimeros sintéticos, os metais e ligas metalicas e

0s materiais compdsitos.

De acordo com o seu comportamento fisioldgico, podem ser classificados em (Hench e Wilson, 1993):
- biotoleraveis — materiais que apresentam uma resposta interfacial minima que nao resulta na
ligacdo ou na rejeicdo do tecido hospedeiro. Sao isolados dos tecidos adjacentes através da
encapsulacdo por uma camada de tecido fibroso, devido a liberagdo de compostos quimicos, ions,
produtos de corrosdo e outros. A maioria dos polimeros sintéticos e dos metais sdo materiais
biotoleraveis.

- bioinertes — materiais que também apresentam resposta interfacial minima, com formagéo de fina
capa fibrosa envoltéria, praticamente imperceptivel, e liberagdo minima de componentes. Como
exemplo, podemos citar a alumina (Al,O3), a zircdnia (ZrO,) e o didxido de titanio (TiO,).

+ bioativos — materiais que apresentam resposta biolégica caracterizada por uma interagao intima
com o tecido, que parece ser quimica, sem a interposicdo da camada fibrosa. Como exemplo dessa
classe de materiais temos a hidroxiapatita [Ca;o(PO4)s(OH).], o fosfato tricalcio [Casz(PO4)2] e os
biovidros.

+ absorviveis — materiais que depois de certo periodo de tempo em contato com os tecidos sao
degradados ou fagocitados pelo organismo. Os principais exemplos sao o fosfato tricalcio e o acido
polilatico.

2.3 BIOCERAMICAS

Ao contrario dos materiais heterégenos, os materiais aloplasticos caracterizam-se por serem
produzidos ou modificados em laboratério, adequando suas caracteristicas fisicas/biologicas as
necessidades organicas. Podem ser utilizados sob os mais variados tipos e formas, tais como:
metais, ligas, ceramicas bioativas, Carbono e derivados, termoplasticos, elastdmeros e polimeros
(Magalhées, 2002).

Dentre os diversos biomateriais, destacam-se as ceramicas bioativas: vitroceramicas e bioceramicas
fosfato de célcio. As vitroceramicas tém bom desempenho e biocompatibilidade (Pereira et al., 2003).
Atualmente, os biovidros sintetizados sdo usados especificamente como material constituinte de
aparelhos protéticos ou como material de preenchimento para reparagao de defeitos 6sseos (Costa et
al.,, 2003). Diversas composi¢cdes de biovidros, como os sistemas Na,O, CaO, P,Os, SiO,, sio
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conhecidas por serem particulados altamente bioativos, induzindo a formagéo de osso. A troca i6nica
interfacial entre as particulas destes materiais e os fluidos dos tecidos vizinhos resultam na formagéo
de uma silica gel, que é coberta rapidamente por uma pelicula a base de fosfato de célcio na sua
superficie (Schepers et al., 1993). Os derivados do fosfato de célcio sdo os representantes mais
significativos do grupo dos materiais aloplasticos (LeGeros, 1991; LeGeros, 2002; Magalhaes, 2002).

2.3.1 Bioceramicas Fosfatos de Calcio

Os fosfatos de calcio sdo a base dos tecidos mineralizados do corpo e extensivamente utilizados na
industria (LeGeros, 1991). Este grupo de biomateriais possui propriedades e composicdo mais
aproximada do osso mineral (Jarcho, 1976; LeGeros, 1988). Os biomateriais fosfatos de calcio (CaP)
sdo de especial interesse na medicina e na area biolégica, especialmente na biologia oral. Eles
podem existir em uma série de fases (LeGeros, 1991):

DCPA (CaHPQ,) - fosfato de célcio dibasico anidro;

DCPD (CaHP0Q,.2H,0) - fosfato de calcio dibasico diidratado;

a.TCP, B.TCP (Ca3(PO,).) — fosfato de calcio tribasico;

ACP (Ca3(P0O,)2.xH,0) — fosfato de calcio amorfo;

OCP (CagHy(P0O4)s.H,0) — fosfato octacalcio;

HA ou HAP (Cas(PO,)3(OH)) — hidroxiapatita;

FA (Cas(PO,)s.F) — fluorapatita ou apatita.

A primeira tentativa clinica do uso dos biomateriais CaP foi em 1920 e a segunda foi reportada
somente 30 anos depois. Em 1969 e depois em 1971 foi sugerido o uso de HAP de Ca ou FA como
material para osso e implantes dentarios. Entre 1976 e 1986 desenvolveu-se e comercializou-se estes
materiais, principalmente a HAP, como biomateriais para reparo e substituicdo do osso e para
aumento de superficie 6ssea. Aproximadamente 60 anos depois do primeiro uso clinico, foram
reportadas aplicagdes da HAP e do fosfato tricalcio em defeitos ésseos em caes, aumento de rebordo
alveolar apés extragao e implantes, em Odontologia. Nas ultimas duas décadas os fosfatos de célcio
tém tido grande aceitagdo em aplicagdes dentais e ortopédicas como, defeitos ésseos, manutengéo e
aumento de rebordo alveolar, implantes alveolares imediatamente apds a extragéo dental, implantes
de ouvido e coluna vertebral e em implantes dentais e ortopédicos usando os fosfatos de calcio na
forma de granulos. Estes biomateriais comercializados atualmente diferem em origem (natural ou
sintética), na forma fisica (particulados, blocos, cimentos e granulos para serem usados em camadas
nos implantes) e nas propriedades fisicomecénicas (LeGeros, 2002). Também diferem em
composigao e podem ser classificados em (LeGeros, 1991; LeGeros, 2002):

HAP - Cayo(PO4)6(OH)z;

apatita ou apatita célcio deficiente — (Ca,Na)o(PO, HPO4)s(OH)s;

BTCP - Cag(PO4)2;

calcio fosfato bifasico ( mistura de HAP e BTCP).
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Os biomateriais CaP possuem propriedades notaveis como: similaridade em composigao “fragao
mineral do osso; bioatividade; capacidade de promover fungao e expressao celular que conduzem a
formagdo de um exclusivo e forte biomaterial, semelhante ao o0sso em uma interface; e,
osteocondutividade. Os fosfatos de calcio com apropriada geometria tridimensional sdo capazes de
ligar e concentrar proteinas morfogenéticas do osso em circulagdo, transformando-se em materiais
osteocondutores (capazes de osteogénese). Desta forma, os biomateriais de fosfato de calcio sao
potencialmente Uteis na engenharia de tecidos para regeneragao de tecidos duros (LeGeros, 2002).

2.3.1.1 Hidroxiapatita (HAP)

O potencial dos biomateriais CaP na regeneracdo de tecidos duros usando tecidos sintéticos é
enorme e, dentre estes materiais os mais usados sdo a HAP e o BTCP (LeGeros, 2002). Destas
combinagoes, a HAP é a molécula mais freqliente e mais estavel e sua estabilidade relativa acontece
em pH acima de 4,2.

A HAP é o material utilizado pelos vertebrados para compor o esqueleto, devido a sua capacidade de
atuar como reserva de célcio (Ca) e fésforo (P). E um fosfato de calcio hidratado, componente

majoritario da fase mineral dos 0ssos e dentes humanos.

A palavra hidroxiapatita € formada pela juncao das palavras hidroxi que se refere ao grupo hidroxila
(OH) e apatita que é o grupo mineral do qual participa. Esta fase mineral apesar de ser conhecida
desde 1926, foi esclarecida em 1964, quando as posi¢des dos ions de hidrogénio foram identificadas
através da difracdo de raios-X e analise quimica (LeGeros, 1991). Na representagao grafica da Figura
[.8 pode-se observar que a HAP cristaliza-se no sistema hexagonal, com cristais prismaticos,
freqlientemente terminados em faces dipiramidais (Schumann, 1992). Mostra uma estrutura com
grupo espacial P6s/m e dimensdes de célula unitaria com eixo a = b = 0,9422 nm e eixo ¢ = 0,6880
nm. A célula unitaria hexagonal da HAP contém 10 ions calcio (Ca*z) localizados em sitios nao
equivalentes (Cal e Ca2). No sitio Cal quatro Ca*? estdo alinhados em coluna, enquanto no sitio Ca2
estdo alinhados em triangulos equilateros perpendiculares a diregdo ¢ da estrutura e os fons Ca®*
ocupam duas posicdes diferentes. Os grupos OH™ estdao ordenados no eixo ¢ (Videau e Dupuis, 1991;
Jones, 2001). Colunas constituidas pelo empilhamento de triangulos eqtiilateros de ions O e de fons
Ca* estao ligados entre si por ions fosfato.Dos quatro atomos que constituem os grupos fosfatos dois
estao situados em planos perpendiculares a direcdo ¢ e 0s outros dois sao paralelos a esta diregao.

Este mineral idealizado como HAP de calcio, Caio(PO4)s(OH),, € uma HAP carbonada que possui a
seguinte formula quimica aproximada: (Ca,X)o(PO4,HPQO,4,CO3)e(OH,Y),, onde X sdo cations (ions de
Mg, Na e Sr) que podem substituir os ions Ca; e Y s&o anions (ions Cl ou F) que podem substituir o
grupo hidroxila (LeGeros, 2002). A HAP pura ndo ocorre em uma escala macroscoépica nos sistemas
biologicos. No esmalte, dentina, cemento e osso a HAP aparece como HAP célcio deficiente ou HAP
carbonada (Jones, 2001). A férmula da hidroxiapatita estequiométrica Ca;o(PQO4)s(OH),, possui razéo
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Ca/P igual a 1,67, porém composigées estaveis podem ter esta razdo préxima a 1,5 (Fulmer et al.,
1992).

Figura 1.8 — Desenho esquematico da HAP pura com unidade de célula hexagonal contendo 10 ions
Ca*® no sitio Cat, alinhados em triangulos eqtiilateros perpendiculares a dire¢do ¢, ocupando duas
posigbes diferentes, e quatro no sitio Ca2 alinhados em coluna; triangulos equilateros de ions 0%e
de fons Ca* estao ligados entre si por dois fons fosfato situados em planos perpendiculares a direcio

c e outros dois paralelos a esta direc¢do.

A HAP de origem natural comercializada é derivada de determinadas espécies de coral (Porites) ou
de 0sso bovino e nao se apresenta totalmente pura, possuindo tragos de elementos originais
presentes no coral e no osso: Mg, Na, Sr, CO;. No comércio, a HAP de origem sintética é uma
ceramica, material bioativo rico em Ca e P (Anusavice, 1998). E preparada pela precipitacdo sob
condicdes basicas e subseqlente sinterizagao a temperaturas acima de 1000°C (LeGeros, 2002).

A incorporacdo de Mg e CO3; em HAP sintética (apatitas biolégicas) causa uma diminuicdo da
cristalinidade e um aumento na solubilidade. Assim a baixa cristalinidade e alta solubilidade da HAP
do o0sso e da dentina comparadas ao esmalte depende das concentragdes de Mg (menos que 0,4%
em peso) e CO3 (esmalte: 3,5%, dentina: 5,7%, 0sso: 6,4% em peso). A inclusédo de Cl é bastante
limitada, sendo que o esmalte possui maior quantidade, 0,3% em peso. A dissolugdo da dentina é
maior que a do 0sso, que é muito maior que o esmalte. E 0 0sso desproteinizado é maior que 0 0sso
tratado. A idade afeta as concentragbes de Mg, CO3; e HPO, (LeGeros, 1991).
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A HAP sintética tem sido classificada de acordo com o modo de substituicdo de CO; (LeGeros, 1991;
Jones, 2001; LeGeros, 2002):

tipo A - CO;3; por OH;

tipo B - CO3 por POq,.
A HAP carbonada tipo B ocorre em esmalte, dentina e osso normais e em calcificagées patolégicas
(dentais, sistema urinario e vascular). Caracteriza-se pela substituicio de CO; por PO4 e Na por Ca. E
preparada em sistemas aquosos pelos métodos de precipitagao ou hidrélise a 37-100°C (LeGeros,
1991 e 2002). Estudos foram desenvolvidos para o melhor entendimento da incorporagao de CO, e
CO; nas particulas de HAP (Cheng et al., em 1998; Okazaki e Takahashi, 1999).

Em reparo de defeitos dsseos nas aplicagbes odontolégicas e ortopédicas, a HAP é usada como
substituto do osso (Jarcho, 1981; Bauer, 1995; LeGeros, 2002). E o biomaterial de maior enfoque em
aumento de rebordo alveolar e também na regeneragdo guiada de tecidos 6sseos, como por
exemplo, nas regeneragbes periodontais, tais como regeneracdo tecidual guiada (RTG) e
regeneragao 0ssea guiada (RGO) (Ellegaard e Lée, 1990; Zendbio et al., 1998).

A HAP é um efetivo material de implante 6sseo, pois contém uma rede interconectada, onde ha
proliferacao Ossea e fibrovascular nos canais formados. Seu uso tem sido extensivo na ortopedia e
odontologia preventiva e restauradora (LeGeros, 1991). A HAP é usada como material de implante
em odontologia e como material em implantes de préteses ortopédicas. Este material é ainda usado
em reconstrugdo bucomaxilofacial, reparo e substituigdo de paredes orbitais, substituicdo do globo
ocular e para recobrimento de implantes metdlicos, compdsitos e poliméricos (Jones, 2001; LeGeros,
2002).

Inicialmente, a HAP foi obtida na formulagdo nao reabsorvivel. Atualmente, pequenas particulas de
HAP podem ser biodegradaveis, estimulando o crescimento 6sseo. Histologicamente, muitas vezes,
ocorre 0 encapsulamento da HAP. Desse modo, apesar da sua seguranga e bom desempenho
clinico, torna-se apenas um material inerte para correcdo dos espagos (Magalhaes et al., 2002).

Na engenharia de tecidos, a HAP é potencialmente usada para regeneragao de tecidos duros. Devido
a sua similaridade quimica com a fase mineral dos tecidos 0sseos, ela € um dos materiais mais
biocompativeis conhecidos, favorecendo o crescimento 0sseo para os locais em que ela se encontra
(osteocondutor), estabelecendo ligagdes de natureza quimica entre ela e o tecido 6sseo (bioativo).
Assim, permite a proliferacdo de fibroblastos, osteoblastos e outras células 6sseas, as quais nao a
distinguem da superficie 6ssea, o que indica a grande similaridade quimica superficial. A superficie da
HAP permite a interacao de ligagdes do tipo dipolo, fazendo que moléculas de agua e, também,
proteinas e colageno sejam adsorvidos na superficie, induzindo, assim, a regeneragao tecidual
(LeGeros, 1991). A HAP possui alta afinidade por proteinas, fazendo dela uma ideal portadora de
peptideos bioativos, de fatores de crescimento do 0sso ou de células (LeGeros, 2002).
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A variagao de parametros nos métodos de sintese dos fosfatos de calcio, particularmente na HAP e
fosfatos tricalcicos, foi estudada para avaliagdo de melhorias no seu processamento. Nos resultados
foram avaliados controle de fases e porosidade, morfologia e tamanho de cristais, estabilidade
térmica, razdo Ca/P e solubilidade dos fosfatos de calcio (Nagai et al., 1982; Yang e Wang, 1998;
Afshar et al., 2003; Mavropoulos et al., 2003; Pena e Valleti-Regi, 2003; Lyn et al., 2004; Oliveira,
2004; Garcia et al., 2005).

Uma desvantagem que limita o uso da HAP como biomaterial é apresentar a fragilidade caracteristica
das ceramicas (Mestger et al.,, 1999 em Ogawa e Plepis, 2002). As HAP comerciais usadas em
aplicagdes dentais e ortopédicas diferem do osso nas propriedades de resisténcia mecénica e fisico-
quimicas (Jarcho, 1981; LeGeros, 1988) e ndo devem ser usadas em aplicagbes que suportam
grande carga, devido a sua baixa resisténcia a fratura (Jarcho, 1981). Pesquisas tentam melhorar as
propriedades mecanicas da hidroxiapatita sintética acrescentando silica (Leventouri et al., 2003);
zircOnia, ZrO,, (Oktar et al., 2.005), titanio, Ti, (Sampaio et al., 2005b; Watazu et al., 2005); ou
alumina, Al,O3, a sua estrutura (Li et al., 1995; Ruys et al., 1995; Axén et al., 2.004).

A HAP tem sido amplamente utilizada na preparagdo de compdsitos. Na Odontologia estética foi
avaliado o uso de HAP como material de carga em resinas restauradoras fotoativadas, analisando-se
as propriedades mecénicas do composito através de testes de microdureza e resisténcia flexural. Os
resultados mostraram um aumento na dureza superficial e médulo de elasticidade da resina
restauradora e diminuicdo de sua resisténcia flexural (Arcis et al., 2002). Estudos tém sido reportados
com o uso de HAP em filmes de gelatina (Bigi, 1998; Chang et al., 2003); polimeros naturais como
quitosana (Finisie et al., 2001) e lignina (Mansur et al., 2005); polietileno de alta densidade (Wang et
al, 2005), celulose (Yohisda et al., 2005) e polimeros biodegradaveis (Hsieh et al., 2004; Ban et al.,
2004; Xiao et al., 2005); ou com membranas e solugdes de coldgeno (Bet, 1995; Du, 1998; Rhee,
1998; Kikuchi et al., 2001; Okazaki et al., 2001; Chang e Tanaka, 2002; ltoh et al., 2002; Ogawa e
Plepis, 2001; Ogawa e Plepis, 2002; Kikuchi et al., 2004a e 2004b; Lin et al., 2005).

2.3.1.2 Bfosfato tricalcico (BTCP)

O BTCP, Caz(POy4),, € um material fosfato de célcio que possui cristal romboédrico com as medidas
de a=10,43Ae c=37,37A, e apresenta imperfeigbes na estrutura que levam a grande instabilidade.
Entretanto pode ser detectado por XRD (Okazaki e Sato, 1990). O tamanho das particulas de BTCP e
suas propriedades variam de acordo com os parametros de sintese. Estes materiais sao absorviveis
em condicdes fisiolégicas podendo ser substituidos por osso gradativamente, quando usados como
biomateriais em defeitos 6sseos (Yang e Wang, 1998; Frostnaud et al., 2002; Pena e Vallet-Regi,
2003). De acordo com o método de sintese e da estequiometria de BTCP, observa-se a seguinte
ordem de solubilidade (LeGeros, 2002): CaP amorfo > fosfato dicalcico > fosfato tetracalcico > aTCP
> BTCP >> HA. A dissolugdo BTCP na agua depende da razdo Ca/P, sendo que h4 inicialmente,
liberacao de ions Ca*?, para depois acontecer a liberagdo de ions PO, (Mavropoulos et al., 2003).
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2.3.1.3 Fosfato de calcio bifasico HABTCP

O BTCP esta quase sempre associado a sinteses de HA, sendo observado em tratamentos térmicos
inferiores a 1100°C (Arends et al., 1987; Yang e Wang, 1998; Frostnaud et al., 2002; Fujita et al.,
2003; Pena e Vallet-Regi, 2003). Modificagdes nas condigdes de sintese deste material levam a
obtengdo de materiais que variam entre HA pura e BTCP puro, passando por composigbes
intermediarias de HABTCP, e conseqilientemente levam a modificacdo das suas propriedades. Um
material bifasico HABTCP com grande quantidade de HA leva a uma maior biocompatibilidade,
enquanto que com maior quantidade de BTCP leva a uma maior biodegradabilidade.

O material bifasico HABTCP pode ser alterado de acordo com a proporgao dos reagentes na mistura
(Yang e Wang, 1998; Pefa e Vallet-Regi, 2003). Assim, partindo-se de uma mistura estequiométrica
para a obtengédo de HA pura, se conseguiria um aumento gradativo na quantidade de formagéo de
BTCP com um aumento da quantidade de fosfato adicionado na sintese. Haveria a formagao de
material bifasico com aumento gradativo de BTCP até a obtengao de BTCP puro. A obtengdo de HA
ou BTCP pode estar relacionado a temperatura de sinterizagdo que, até 900°C favorece a formagao
de HA, de 900°C a 1100°C favorece a formacdo de BTCP e de 1100°C até 1400°C favorece
novamente a formacao de HA, mesmo com equagao estequiométrica para obtengdo de HA. Assim,
pode-se controlar a concentragao bifésica.

2.4 POLIMEROS NATURAIS

Os polimeros naturais sdo bastante similares as substéncias macromoleculares, as quais o meio
biolégico esta preparado para reconhecer metabolicamente. Os polimeros naturais ou nas suas
versoes modificadas quimicamente sao usados como biomateriais. Estes polimeros sédo degradados
pelas enzimas, decompdem em temperatura acima do seu ponto de fusdo, e possuem uma quimica
especifica que varia de tecido para tecido, de espécie para espécie. S&o0 muito mais complexos
estruturalmente do que os polimeros sintéticos (Yannas, 1996).

Ha varios polimeros naturais como, por exemplo, (Yannas, 1996):
proteinas: queratina, colageno, gelatina, elastina, actina, miosina;
polissacarideos: celulose, amilose, dextran, glicosaminoglicanas;
polinucleotideos: acido desoxirubonucleico (DNA), &cido ribonucleico (RNA).

2.4.1 Colageno

O colageno, substancia macromolecular, € um polimero natural (proteina) encontrado em tecidos de
ligagdo (tendao, pele, ligamento, vasos sanguineos, 0sso e dentina). Sua funcao fisioldégica € a de
suporte mecanico (Yannas, 1996). Sua principal caracteristica é a formagao de fibras insollveis com
alta forga elastica. Outra importante fungéo do colageno é orientar tecidos em desenvolvimento (Viidik
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e Vuust, 1980). Desta maneira, dos varios componentes da matriz extracelular, o colageno é o mais
freqlientemente usado como biomaterial (Viidik e Vuust, 1980; Yannas, 1996).

No microscopio Optico o colageno apresenta-se como fibras de espessura e orientagao variadas,
ocupando o compartimento extracelular, entre as células do tecido conjuntivo. No microscépio
eletrébnico pode-se verificar maiores detalhes da estrutura do colageno. A menor unidade € a fibrila
com um padrao caracteristico de estrias periédicas, que se repetem a cada 64 nm. O didmetro destas
fibrilas varia de 0,3 a 0,25 nm, de tecido para tecido. Geralmente as fibrilas encontram-se agregadas,
formam pequenos feixes e tornam visiveis ao microscopio éptico quando excedem 0,2 um, sendo
chamadas de fibras colagenas. Outros métodos de investigagao revelaram que cada fibrila consiste
de um agregado de longas (280 nm de comprimento) e finas (1,35 nm de didmetro) moléculas de
colageno. E cada molécula de colageno consiste de trés cadeias polipeptidicas unidas numa hélice.
As fibras colagenas estdo embebidas numa substancia amorfa (Ten Cate, 1994; Yannas, 1996). A
organizagao estrutural do colageno durante a fibrilogénese, ou seja, durante o processo de
agregacao das microfibrilas, pode ser vista na Figura 1.9.

Cerca de 20 aminoacidos sdo encontrados no colageno, sendo que quatro deles (glicina, alanina,
prolina e hidroxiprolina) compdem dois tergos da molécula (Veis, 1964; Ten Cate, 1994). Possui
também outros aminoacidos que contém apenas um grupo amino e um carboxilico (Veis, 1964). O
colageno sempre contém hidroxiprolina e uma proporgao de glicina. E a tnica proteina que contém a
hidroxilisina. Ele pode ser considerado uma glicoproteina, pois contém também pequenas
quantidades de glicose e galactose, numa propor¢do de menos que 1% em peso (Ten Cate, 1994).

Quando a estrutura primaria do colageno é formada os aminodcidos sao incorporados nas uniées
covalentes do peptideo e estes tornam-se indisponiveis para reagdes quimicas. Os aminoacidos na
cadeia peptidica disponiveis para reag6es quimicas sao os acidos dicarboxilico, glutdmico e aspartico
e os acidos diamino, arginina e lisina. Estes aminoacidos possuem grupos amino ou carboxilico
extras que nao reagem e projetam-se para fora da cadeia peptidica (Nakabayashi e Pashley, 1998).

Na remodelagao do tecido conjuntivo, o fibroblasto pode sintetizar o coldageno como também degrada-
lo de maneira ordenada e controlada. A destruicdo de uma fibra colagena envolve uma enzima
altamente especifica chamada colagenase (Ten Cate, 1994). A razdo da degradagdo é controlada
pelo grau de reticulagdo entre as moléculas de colageno.

O numero, a posigao e a estabilidade das ligagdes cruzadas do colageno variam consideravelmente
nos diferentes tecidos. O colageno da dentina possui ligagdes cruzadas especificas. Estas ligagdes
cruzadas entre as moléculas do colageno sofrem maturagdo e tornam-se mais estaveis com a idade,
tornando-se também menos soluvel. No colageno existe um consideravel potencial de variagdo que
faz com que ele se adapte as necessidades funcionais do tecido conjuntivo em que ele se encontra
(Ten Cate, 1994).
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A estrutura do colageno ocorre nos vertebrados, pelo menos de 18 diferentes formas (Lee et al,,
2001), sendo que cada uma delas & dominante em um tecido especifico (Yannas, 1996). Foram
identificadas trés cadeias polipepitidicas basicas no colageno, que foram designadas al, a2 e a3. Se
trés cadeias a1 sdao combinadas para formar uma molécula de colageno, esta molécula é chamada
(a1)3. Se duas cadeias a1 forem combinadas com uma cadeia a2 para formar a molécula é chamada
(a1)2a2, que é o caso do colageno tipo I. A cadeia a1 possui quatro variagdes importantes (Ten Cate,
1994):

tipo | — (a1 1)202 — encontrado em pele, tenddo e o Unico colageno encontrado nos tecidos
conjuntivos duros (osso e dentina) (Fig. 1.10C);

tipo Il — (a1 11)3 — encontrado na cartilagem;

tipo Il — (a1 1l1)3 — encontrado em tecidos embrionarios e nas paredes dos vasos sanguineos;

tipo IV — encontrado na membrana basal (separa tecido epitelial do tecido mesodermal — ndo
contém fibrilas).

O colageno tipo | mostra uma sequiéncia completa de aminoacidos ao longo de cada uma das trés
cadeias polipeptidicas: glicina, prolina e hidroxiprolina. A abundancia de residuos de glicina (Gly ou
G) forma uma configuragao tipica Gly — X — Y, onde X e Y sao freqlientemente os dois aminoacidos
prolina (Pro ou P) ou hidroxiprolina (Hyp) respectivamente (Fig. .10A e D), (Ten Cate, 1994; Yannas,
1996).

O colageno possui a mais importante estrutura das proteinas dos vertebrados. Seu uso tem sido
amplo no campo biomédico. Como biomaterial, o coladgeno possui caracteristicas importantes (Viidik e
Vuust, 1980; Yannas, 1996):

baixa antigenicidade (2%), que pode ser ainda mais reduzida pela remogao dos telopeptideos N e
C-terminais, regides de cadeias polipeptidicas nao helicoidais, tornando o colageno altamente
biocompativel;

biodegradabilidade, suas aplicagbes soluveis e fibrilares sdo capazes de se organizarem
estruturalmente da mesma forma que o tecido nativo e com propriedades similares;

propriedades mecéanicas, hemostaticas e de matriz suporte para crescimento de células.

O colageno tipo | derivado de diferentes tecidos animais, em suas variadas formas (solucao, gel,
membrana), associado ou ndo a outros materiais tem sido extensivamente estudado. Lacerda et al.,
em 1998, prepararam e caracterizaram matrizes aniénicas de colageno a partir do pericardio bovino
para uso como biomaterias; Pieper et al., em 2002, obtiveram colageno do tendao calcanear comum
bovino, purificaram e caracterizaram matrizes de colageno reticuladas com sulfato de condroitina,
para uso potencial na engenharia de tecido; Rocha, em 2000, estudou matrizes de colageno anibnico,
obtidas de pericardio bovino para reparo de defeitos 6sseos; Sheu et al., em 2001, estudaram o
colageno de pele de porco reticulado com glutaraldeido para aumentar sua resisténcia e ser usado
como matriz de crescimento celular; Paula et al., em 2002, obtiveram colageno de mucosa intestinal

porcina e desenvolveram um compoésito de coldgeno/ramsana na forma de gel para injegao em
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corregdes plasticas, estudando suas propriedades reoldgicas; Tonhi e Plepis, em 2002, obtiveram
membranas de coldgeno de serosa porcina e prepararam e caracterizaram blendas de
colageno/quitosana, avaliando suas propriedades fisico-quimicas; Andrade et al., em 2004, trataram o
colageno com tetraetoxisilano (TEOS) e avaliaram a sua bioatividade; Taguchi et al., em 2004
reportaram o uso de colageno de pele de porco reticulado com derivado de &cido citrico para a
adesao de tecidos; Vulcani, em 2004, estudou matrizes de colageno anibnico, derivadas de serosa

intestinal porcina, para libera¢éo controlada de progesterona.
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Figura 1.9 — Desenho esquematico da organizagdo do colageno na sua estrutura supermolecular;
adaptado de Ten Cate, 1994 e Yannas, 1996.
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Figura 1.10 — Conformagédo de uma das trés cadeias polipeptidicas (A), que se apresentam na forma
helicoidal (B) e unem-se numa ftriplice hélice formando a estrutura molecular do colageno tipo |,
unidade monomeérica com duas cadeias al e uma cadeia a2 (C); configuragao local de cada uma das
cadeias polipeptidicas, ilustrando a triplice sequéncia Gli-Pro-Hip (D); adaptado de Ten Cate, 1994;
Yannas, 1996; Dornelles, 2003.

2.5 BIOMATERIAIS COMPOSITOS

Um compdsito pode ser considerado como um material que consiste de dois ou mais constituintes
distintos em composigéo, estrutura e propriedades, a fase continua ou matriz e a fase descontinua ou
reforco, separados entre si por uma interface definida. As propriedades dos compésitos séo
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fortemente influenciadas pelas propriedades de seus materiais constituintes, sua distribuicdo e a
interagao entre eles (Park e Lakes, 1992; Alexander, 1996; Anusavice, 1998). O compoésito devera
apresentar propriedades superiores ou intermediarias aquelas dos constituintes individuais
(Anusavice, 1998).

No nivel atbmico ligas metalicas associadas a polimeros podem ser chamadas de material composto.
No nivel microestrutural uma liga metdlica contendo diferentes metais pode ser chamada de material
composto, se os constituintes forem distinguiveis, quando observados em microscopia éptica. No
nivel molecular tecidos, como o 0sso, dentina e esmalte, sdo materiais compostos (Park e Lakes,
1992; Alexander, 1996).

Os compésitos podem ser produzidos para diferentes aplicagdes, como fins estruturais, 6pticos,
eletrbnicos, biomédicos, térmicos e outros (Park e Lakes, 1992; Alexander, 1996). Os componentes
individuais dos compdsitos devem possuir caracteristicas essenciais a um biomaterial, tais como
biocompatibilidade e biodegradabilidade (Ogawa e Plepis, 2001) para serem empregados nas
aplicagdes bioldgicas, como os compositos para restauragdes dentarias; para proteses ortopédicas,
oculares, cardiovasculares e outras, e para implantes de uma maneira geral (Jones, 2001).

Varios materiais, como por exemplo, polimeros e metais, tém sido incorporados aos materiais
sintéticos HAP e HAP/TCP com o objetivo de melhorar suas propriedades. Atualmente a alumina,
Al,Os, (Axén et al., 2004) zircbnia, ZrO,, (Oktar et al., 2005) e titanio, Ti, (Watazu et al., 2005) tém
sido acrescentadas a estrutura dos fosfatos de calcio para melhoria de suas propriedades mecanicas.

2.5.1 Compositos hidroxiapatita/zinco

O zinco (Zn), material citotéxico, usado em grandes concentragdes inibe o crescimento dos cristais de
apatita, retardando o crescimento 6sseo. Em baixas concentragbes, os ions Zn*? estimulam o efeito
de formagao éssea (Yamaguchi et al., 1987; Moonga e Dempster, 1995), aumentando a quantidade
de proteina, o contelido de célcio e a atividade de fosfatase alcalina das células ésseas (Yamaguchi
et al., 1987).Também tem efeito na reabsor¢do de osteoclastos (Miao, 2004).

A estrutura de HAP permite substituicdes catibnicas e aniénicas isomorfas com grande facilidade
(Gauglitz, 1992; Ma et al., 1993 e 1994). Pesquisas recentes tém relatado a dopagem dos materiais
fosfatos de calcio com minimas quantidades de alguns elementos quimicos (lto et al., 2001; lto et al.,
2002; Webster et al., 2002; Frost, 2004; Sogo et al., 2004; Webster et al., 2004; Sogo et al., 2005;
Wei e Akinc, 2005), para melhoria de sua biofuncionalidade, considerando que eles estao presentes
nos cristais da hidroxiapatita natural (LeGeros, 1991; Jones, 2001; LeGeros, 2002).

Os estudos reportaram que o uso de cations divalentes e trivalentes, Mg*?, Zn*?, La*®, Y*®, In*®, Bi*®,

para dopagem de fosfatos de célcio aumentaram significativamente a adesao de osteoblastos na sua
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estrutura. Um material muito usado sao os ions Mg*z, que na dopagem com 2 mol% promove a
proliferacao de osteoblastos, mas na proporgao de 20% em peso pode reduzir a osteocondutividade
na apatita (Serre et al., 1998). De acordo com Webster et al., em 2004, Zn™, In*® e Bi*® foram os
dopantes mais efetivos na resposta dos testes de crescimento celular. O Zn tem sido estudado como
um dopante de materiais fosfato de calcio. Os fons Zn*? em baixas concentracées, 0,6 a 1,2 % em
peso, pode comportar como estimuladores da formagao 6ssea, em curto periodo de tempo (Webster
et al. 2004), e também pode comportar-se como um inibidor dos osteoclastos na reabsorgao éssea
(Ito et al., 2001). E considerado um promissor biomaterial (Ito et al., 2002).

2.5.2 Compositos fosfatos de calcio/colageno

Os compositos encontram sua principal aplicagao biomédica na substituicdo e reparagao de tecidos
duros: esmalte, dentina e osso (Carrodeguas, 2004).

Varios compdsitos de hidroxiapatita/colageno tém sido desenvolvidos devido a sua andloga
composigdo com a estrutura do osso. Os estudos objetivam melhorar suas propriedades e seu
processamento. Esses compoésitos tém sido extensivamente investigados para a mimetizagao das
propriedades de biocompatibilidade, atividades biointegrativas e propriedades mecéanicas do 0sso
natural, na tentativa de torna-los biomateriais potenciais para sua substituigao (Bet, 1995; Du, 1998;
Bakos, 1999; Franco et al., 2001; Itoh et al., 2001; Kikuchi et al., 2001; Ogawa e Plepis, 2001;
Okazaki et al., 2001; Ohta et al., 2001; Chang e Tanaka, 2002a e 2002b; Itoh et al., 2002; Ogawa e
Plepis, 2002; Tirrel et al., 2002; Kikuchi et al., 2004a e 2004b; Lin et al., 2005).

Nas especificas areas da Odontologia, tanto os biomateriais CaP como os compésitos
CaP/biopolimeros sado de importancia primordial na reconstituicdo 6ssea. Como exemplos, podem ser
citados 0 aumento de rebordo alveolar para a confecgao de protese total removivel; cimentagbes e
recobrimentos de pegas protéticas para implantes; preenchimento e reconstrugdo 6ssea nas
pequenas cirurgias, nas reabsorgoes dsseas e na cirurgia buco-maxilo-facial; regeneragdes 0sseas
periodontais, e outras aplicagdes da clinica odontolégica cotidiana.

Atualmente, os materiais idealizados para regeneragdo Ossea ainda exibem falhas, porque suas
propriedades mecéanicas sao diferentes daquelas do o0sso e apresentam-se com baixa
biocompatibilidade. Além disso, os biocompdsitos para reparagdo 6ssea sao desenvolvidos, na
maioria das vezes, por técnicas complexas de processamento, transformando-os, normalmente, em
materiais de alto custo. Todos esses fatores contribuem para indisponibilizar quantidade suficiente do
biocompésito para restaurar o defeito 6sseo.



48

2.6 TECNICAS DE CROMATOGRAFIA

As moléculas precisam ser isoladas e caracterizadas antes de um processo quimico. A cromatografia
é um efetivo método que utiliza diversas técnicas de isolamento e purificagdo de uma amostra
biolégica. Também pode ser usada para avaliar caracteristicas fisicas, quimicas ou biolégicas de uma
biomolécula ou sistema biolégico (Boyer, 1986). E considerado o método mais comumente usado
para a obtencdo da pureza de proteinas e peptideos (Copeland, 1994). Este método fisico-quimico
tem como objetivo a separagao, identificacdo e quantificacdo de componentes quimicos de uma
mistura, com fins analiticos ou preparativos, muito utilizado em laboratérios industriais, de pesquisa e

de ensino.

Todas as técnicas cromatograficas sdo baseadas no simples principio da distribuicdo de seus
componentes entre duas fases que estdo em contato, uma fase estacionaria e uma fase moével
(Boyer, 1986). A fase estaciondria é constituida de um material, que varia entre uma técnica de
cromatografia e outra, para reter de forma diferenciada os componentes da amostra. A fase mével é o
material, denominado eluente, que se desloca pela fase estacionaria, arrastando os componentes da
amostra mediante um fluxo. Apds transitar pela fase estacionaria, por uma distancia adequadamente
escolhida, os componentes da amostra separam-se e sdo mostrados na sequéncia do primeiro
componente menos retido ao Ultimo componente mais retido pela fase estacionaria. As diferengas na
mobilidade resultam em separacdo dos componentes da amostra em discretas bandas, que podem
ser analisadas qualitativamente e/ou quantitativamente (Boyer, 1986; Skoog e Leary, 1992).

As técnicas cromatograficas sao divididas em dois tipos, de acordo com a interagao das moléculas da
amostra com a fase estacionaria (Boyer, 1986): cromatografias de particdo e de adsorgdo. Na de
particdo a distribuicdo da amostra acontece entre duas fases liquidas, ou entre uma fase liquida
sobre uma fase sélida. A fase mével é um liquido, e € mais efetiva para a separagao de moléculas
pequenas, como por exemplo, amino acidos, carboidratos e acidos graxos. Na de adsorgao usa-se
uma fase estacionaria ou suporte, como uma resina de troca ibnica, que possui iniUmeros sitios de
adesdo para a amostra. A forga de atragdo entre a amostra e o suporte pode ser ibnica, ponte de
hidrogénio, ou interagdes hidrofébicas. A técnica de cromatografia de adsorgao, representada pela

cromatografia de troca ibnica, é mais aplicada para a separagdo de macromoléculas, incluindo
proteinas e acidos nucléicos.

As cromatografias em camada delgada e em papel sdo consideradas cromatografias de particao
(Boyer, 1986). A cromatografia em camada delgada € uma forma de cromatografia em coluna, onde o
material fica sobre um vidro ou filme plastico. Em relagdo a cromatografia de papel, possui maior
poder de resolugdo, € mais rapida e varios sorventes estao disponiveis, como celulose, alumina, silica
e gel (Boyer, 1986; Rocha, 2003). A cromatografia em papel € um exemplo classico de cromatografia,
onde uma amostra liquida flui por uma tira de papel adsorvente vertical, e os componentes
depositam-se em locais especificos. No papel, o suporte € a celulose, considerado um polimero com



49

organizagdo molecular polar, com regides de altas e baixas densidades de elétrons. Esta
cromatografia € uma das técnicas mais simples e que requerem menos instrumentos para realizagao,

porém também apresenta as maiores restrigdes para realizagdo em termos analiticos (Rocha, 2003).

Na cromatografia de filtragdo em gel a fase estacionéaria consiste de particulas inertes que contém
pequenos poros de controlado tamanho, semelhante a uma esponja. Como exemplo, pode-se citar o
sephadex, polimero de dextrano. As moléculas do soluto possuem variados pesos moleculares que
passam pela coluna através de um fluxo continuo do eluente. O gel aumenta seu volume quando
entram em contato com o eluente e impedem a passagem de moléculas de grande tamanho através
de seus poros, e assim separam-se primeiro. Na cromatografia de permeagdo em gel séo
empregados polimeros que se dissolvem em solventes organicos como fase estacionaria (Boyer,
1986; Falcon, 2003).

A cromatografia de troca idnica € uma técnica em que moléculas eletricamente carregadas do
material que esta sendo analisado trocam ions com a fase estacionaria (Boyer, 1986).

No sistema de cromatografia a gas a fase mével é gasosa e a fase estacionaria € um liquido, e outra
variagao utilizada raramente é a cromatografia gés-solido. Esta técnica, conhecida como
cromatografia gas-liquido permite a separagdo dos componentes de uma mistura gasosa ou de
substancias que podem ser vaporizadas por calor. A mistura vaporizada é for¢gada por um gas inerte e

os componentes fluem em diferentes taxas (Boyer, 1986; Rocha, 2003; Falcon, 2003).

Outra técnica de cromatografia, que hoje tem uso bastante comum, é a cromatografia liquida de alta
eficiéncia (HPLC - High Performance Liquid Chromatography), uma varidvel da técnica de
cromatografia de particdo. Esta técnica promove a adsorgao de liquidos em particulas extremamente
pequenas e uniformes para promover alta sensibilidade. Uma bomba é requerida para levar a mistura
até a coluna (Skoog e Leary, 1992; Copeland, 1994; Rocha, 2003). A cromatografia liquida tradicional
é sempre preferida para purificagdo de proteina em larga escala, por ser mais rapida, mais barata e
ser de analise qualitativa (Boyer, 1986; Skoog e Leary, 1992).

Ainda pode-se citar a cromatografia por afinidade. Esta técnica oferece a alternativa de trabalhar com
a especificidade da amostra, ou seja, separagao das moléculas através de suas interagdes bioldgicas.

2.6.1 Cromatografia de troca i6nica

A cromatografia de troca ibnica € uma forma de cromatografia de adsor¢cao na qual ions da amostra
exibem uma interacdo eletrostatica reversivel com a fase estacionaria carregada com grupos
funcionais ibnicos. A fase estacionaria € uma resina sintética insoluvel carregada positiva ou
negativamente, que é compactada no interior de uma coluna. Esta resina deve possuir caracteristicas

como, estrutura de resisténcia quimica, mecéanica e térmica, com malha de bom entrecruzamento e
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poros de tamanho regular, e alta capacidade de definir o niUmero de grupos funcionais disponiveis
para o intercdmbio idnico. A amostra é colocada na coluna e podem conter moléculas com cargas
positivas, negativas ou neutras, de acordo com as condigdes experimentais. As moléculas da amostra
que tém carga oposta aquela da resina serdo adsorvidas na fase estaciondria reversivelmente. A
forga de adesao depende do tamanho e densidade da carga, quantidade de carga por unidade de
volume da molécula, da amostra. Quanto maior a carga ou a densidade da carga mais forte serd a
adesdo. A aplicagdo de um eluente com forga ibnica maior terd capacidade de liberar as moléculas da
amostra que ficaram adsorvidas na resina, por deslocamento. Pode-se concluir que, na cromatografia
de troca ibnica as moléculas da amostra sédo separadas com base na sua afinidade pela carga da
fase estacionaria (Boyer, 1986; Skoog e Leary, 1992; Copeland, 1994; Rocha, 2003; Falcon, 2003).

O colageno tipo | extraido de diferentes locais tem sido purificado através da técnica de cromatografia
de troca i6nica (Nagai e Suzuki, 2002), ou através da associagdo da cromatografia de troca idnica
com outras técnicas (Haralson e Hassel, 1995; Deyl et al., 2003; Sato et al; 2003). Pieper et al., em
1999, utilizou a cromatografia liquida de alta eficiéncia para purificagdo de colageno tipo | obtido de
tendao calcanear comum bovino.

2.7 ELETROFORESE

A eletroforese é o estudo do movimento de moléculas carregadas em um campo elétrico. A técnica é
especialmente aplicada para a caracterizagdo e andlise de polimeros bioldgicos. A migragao
molecular no campo elétrico é influenciada pelo tamanho, forma, carga e natureza quimica da
molécula. Existem vérias técnicas eletroforéticas e todas sdo baseadas no mesmo principio (Boyer,
1986).

2.7.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sédio (SDS — PAGE)

Técnicas eletroforéticas em gel podem ser realizadas sob condigdes desnaturantes ou nao. A técnica
sob condigbes desnaturantes, ou seja, com a presenga do detergente anifnico dodecilsulfato de
sodio (SDS), é a mais amplamente usada para a caracterizagao de proteinas (Copeland, 1994). A
técnica SDS — PAGE pode determinar a pureza da amostra, o peso molecular, e algumas vezes o
ponto isoelétrico. O SDS rompe as estruturas secundarias, terciarias e quaternarias das moléculas de
proteina, para produzir cadeias polipetidicas. O detergente une-se através de ligagcdes nao covalentes
as proteinas, tornando-as carregadas negativamente, além de desenovela-las. Essas proteinas
tratadas sdo aplicadas sobre um gel, mais comumente de poliacrilamida, que funciona como uma
peneira molecular. As proteinas sdo submetidas a um campo elétrico que as impulsionam do polo
negativo para o polo positivo, no sentido vertical do gel. As proteinas ja carregadas negativamente
pelo SDS migram para o polo positivo, e aquelas de menor peso molecular fazem um percurso maior
que proteinas de maior peso molecular (Boyer, 1986; Copeland, 1994; Aimeida e Kurtenbach, 2002).
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Apds a eletroforese o gel é corado, evidenciando no mesmo as bandas das cadeias polipetidicas da

molécula, de acordo com o seu peso molecular.

2.7.2 Western blotting

A técnica eletroforética Western blotting € amplamente usada para analise de proteinas. Ela permite
testar a reatividade cruzada de bandas de uma proteina individual no gel de poliacrilamida, com um
anticorpo criado contra um especifico antigeno. Essa técnica é sempre usada para identificar as
bandas de uma proteina especifica (Coperland, 1994). No Western blotting as proteinas sao
transferidas eletroforeticamente do gel para uma folha de nitrocelulose, na qual a proteina se liga. A
nitrocelulose é saturada, ou seja bloqueada, com uma proteina ndo antigénica, normalmente a
albumina bovina (BSA), para prevenir a adesdo de imunoglobinas ndo especificas na nitrocelulose. A
folha de nitrocelulose é tratada com o anticorpo criado e depois com um anticorpo ligado a uma
enzima escolhido previamente. As enzimas mais comumente usadas para este propdsito sao
peroxidase e fosfatase alcalina, pois os anticorpos conjugados com estas enzimas sao mais viaveis e
os testes, mais sensiveis. O anticorpo criado prende-se ao anticorpo escolhido, e devido a presenga
da enzima pode ser visualizado por um substrato cromogénico, usualmente o substrato enzimatico
orto-fenilenodiamino (OPD). Assim, a presenca da proteina que se quer identificar e seu padrao de
migracao no gel pode ser determinado (Chu et al, 1988; Coperland, 1994).

2.8 BIOCOMPATIBILIDADE E BIOATIVIDADE

A biocompatibilidade é a habilidade de um material desencadear uma resposta apropriada no
hospedeiro, para uma aplicagao especifica (Williams, 1987). O termo biocompativel é definido como
harmonioso com a vida e ndo possuindo efeitos toxicos ou prejudiciais as fungdes bioldgicas. O
biomaterial ideal deve ser aquele que nao cause dano aos tecidos; ndo contenha substancias toxicas,
causando problemas de natureza sistémica; ndo contenha agentes sensibilizantes que induzam

respostas alérgicas; e ndo apresente potencial carcinogénico (Anusavice, 1998).

A primeira qualidade importante do ponto de vista biolégico de um material é a biocompatibilidade, ja
que ela ndo se relaciona apenas com a toxicidade do material, mas relune caracteristicas especificas
adequadas para que este local se mantenha sem reagbes adversas. Um material biocompativel é
aquele que pode funcionar em um ambiente biolégico sem efeitos prejudiciais conhecidos ou
significantes no material ou no sistema vivo (Ten Cate, 1994; PTEI, 2002). E a biofuncionalidade sé
podera se manifestar se a biocompatibilidade for adequada. O bom desempenho de um biomaterial
esta associado a um equilibrio entre essas duas propriedades (Park, 1984; Williams, 1987; Silver e
Doillon, 1989).

Os biomateriais funcionam em contato intimo com diferentes tecidos humanos, e sé@o utilizados em
ortopedia, cardiologia, cirurgia plastica, oftalmologia, farmacologia, odontologia e outras areas. Estes
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materiais precisam enquadrar-se na definicdo de biomateriais, e sua biocompatibilidade é um
parametro que deve ser considerado para sua formulagao e uso. A Ciéncia dos Biomateriais tem a
necessidade de acompanhar, conhecer e apreciar certas consideragbes bioldégicas que estdo
associadas com o uso e a selegdo dos materiais a serem empregados nos tecidos humanos. Suas
propriedades mecéanicas deixam de ser prioridade se o material causa danos a esses tecidos.
Também o material e 0 seu processo de fabricagdo ou uso ndo devem causar danos ao profissional
ou ao pessoal auxiliar e do pessoal de laboratério (Phillips, 1993).

A bioatividade é definida como a propriedade do material desenvolver uma direta e forte adesao com
os tecidos mineralizados (Osborn e Neweseley, 1980; Hench, 1994). E a habilidade do material de
formar hidroxiapatita carbonada na sua superficie, promovendo funcdo e expressao celular nesta
superficie (LeGeros, 2002). In vitro, a bioatividade tem sido atribuida aos materiais que possuem a
habilidade de formar hidroxiapatita carbonada na sua superficie quando expostos ao fluido corporal
simulado, tampao fosfato de sédio (SBF) (Hench, 1994).

A formagdo de hidroxiapatita carbonada nas superficies dos biomateriais calcio fosfato, in vitro e in
vivo, relaciona-se com a extensao de dissolugao destes biomateriais. Ha uma dissolugao parcial dos
biomateriais CaP e liberacdo de ions Ca e P sobre o meio. Junto aos fons Ca e P, outros ions (Mg,
CO;) do fluido bioloégico incorporam-se nos microcristais da hidroxiapatita, que forma intima
associagdo com um componente organico nas superficies dos cristais do biomaterial CaP (Chang et
al., 2000, LeGeros, 2002). Dorozhkina e Dorozhkin, em 2002, reportaram a bioatividade de HAP e a
mineralizagdo de sua superficie usando um fluido simulado do corpo modificado com altas
quantidades de ions hidrogenocarbonatos.

2.8.1 Avaliacao da Biocompatibilidade

Testes para a avaliagdo dos aspectos de biocompatibilidade dos materiais sao classificados em trés
categorias, com a finalidade de eliminar qualquer material que possa causar danos aos tecidos
(Phillips, 1993).

Os testes de nivel | avaliam, por eliminagao, os materiais, quanto a sua toxicidade sistémica aguda e
ao seu potencial carcinogénico, alergénico, irritante e citotoxico:

- para avaliagao da toxicidade sistémica aguda utiliza-se da administragdo oral de certa quantidade
do material em um animal de laboratério, se mais de 50% dos animais sobreviverem, o material é
considerado aprovado;

- a verificagdo do potencial citotéxico e irritante pode ser usado tanto in vitro (técnica de cultura de
células) como in vivo (implantagdo em areas subcutaneas de ratos ou intramusculares de coelho); os
animais sao sacrificados em varios intervalos de tempo e os locais dos implantes sdo examinados a
olho nu e microscopicamente, onde os resultados sdo comparados aqueles de teste-controle (controle
negativo: material de baixo potencial irritante; controle positivo: material de alto potencial irritante);



53

+ 0 potencial alergénico pode ser testado pela administragao intradérmica e depois, colocado na
pele de animais de laboratério para a observacéo do aparecimento de eritema e inchagao, indicando
uma reagao alérgica;

+ 0 potencial carcinogénico do material pode ser testado in vivo, observando-se o aparecimento de

tumores; ou in vitro, observando-se o potencial mutagénico do material.

Os testes de nivel Il avaliam o material em animais de laboratério em condi¢des que simulam
situagdes clinicas. Depois o material é avaliado através de cortes histolégicos microscopicamente e
suas reagdes sao observadas (como por exemplo, a intensidade da inflamagéao) e comparadas com o
teste—controle (Phillips, 1993).

Os testes de nivel Ill somente sdo realizados, se os testes de eliminagao (nivel I) e uso (nivel II)
mostrarem a seguranga do material, ou seja, mostrarem que o material ndo causou reagdes
adversas. Estes testes sdo realizados em humanos e avaliam o desempenho e as reagdes
provocadas pelo material em situagdes clinicas reais. Do ponto de vista legal e moral, ndo € permitido
fazer experimentos em humanos sem antes ter realizado os testes em animais (Phillips, 1993).

2.8.1.1 Avaliacdo da citocompatibilidade

A citocompatibilidade dos materiais é usualmente avaliada através de teste de citotoxicidade in vitro.
Este método é sensitivo e seletivo, tornando-se confiavel e reproduzivel para detectar a morte celular
ou outros efeitos negativos do material nas fungbes celulares (Lin et al., 2005). Nos estudos in vitro
usa-se cultura de células especificas. Muitos trabalhos tém reportado a utilizagdo de células de
linhagem, com caracteristicas j&4 estudadas e conhecidas, para a cultura (Yang et al., 2002; Silva et
al., 2004). Além disso, a facilidade de repique em laboratério € uma vantagem. Entretanto, outros
pesquisadores utilizaram células primarias para a cultura, tentando aproximar o maximo possivel da
realidade bioldgica do tecido originario (Valério et al., 2004a e 2004b; Andrade et al., 2005; Chen et
al., 2005; Lin et al., 2005; Schainberg et al., 2005; Sampaio et al., 2005a e 2005b; Valerio et al.,
2005a e 2005b). Estas células, apesar de mais sensiveis fornecem informagdes mais aproximadas
dos estudos in vivo (Jones et al., 1976).

Células do tecido ésseo tém sido utilizadas para a observagdo do comportamento celular especifico
deste tecido. O isolamento de osteoblastos de calvaria de rato tem sido um método utilizado por
varios pesquisadores, devido a sua viabilidade financeira e a sua efetividade. Pela alta capacidade
proliferativa dessas células, podem ser repicadas em laboratério. A cultura de células 6sseas in vitro
permite caracterizar a secregao de varios produtos, proporcionando parametros importantes no
estudo da interagao célula/biomaterial.

No tecido 6sseo a enzima fosfatase alcalina esta associada ao processo de mineralizagao. Ela pode

estar presente na matriz sob a forma livre ou envolta em vesiculas, e hidrolisa ions fosfato de radicais
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orgénicos em presenca de pH alcalino. Essa enzima também esté associada ao transporte de calcio
na membrana, e ao fornecimento de ions fosfato na mineralizagao. A grande quantidade de fosfatase
alcalina na superficie dos osteoblastos atua quebrando grupos fosfatos, que se ligam as moléculas de
proteinas da matriz organica,. Isto cria uma nuvem anibnica & sua volta que atrai calcio livre
circundante, fazendo com que célcio seja precipitado na matriz e iniciando sitios de mineralizagao
(Ten Cate, 1994).

A observagdo da qualidade e quantidade da secregdo da fosfatase alcalina é considerado um
parametro importante para analise da atividade osteoblastica. Em contato com os diversos materiais
pode apresentar um comportamento alterado, dependendo da composigdo dos mesmos. Sampaio et
al., em 2004a e 2004b observaram a producao de fosfatase alcalina na presenga de hidroxiapatita; e
Valerio, em 2004a e 2004b em hidroxiapatita e material CaP bifasico.

Nas células ésseas ocorre mineralizagdo na fibra coldgena juntamente com outras proteinas nédo
colagenosas também secretadas pelos osteoblastos (Ten Cate, 1994). A agao da fosfatase alcalina é
necessaria para desfosforilar algumas fosfoproteinas nas regides de conexdo. Apesar dos
mecanismos exatos ainda ndo terem sido totalmente elucidados, sabe-se que o calcio e o fosforo
podem precipitar pela regulagdo membrana-simile dos osteoclastos, mostrando que vesiculas com
dupla membrana ricas destes dois ions sdo derivadas do aparelho de Golgi. O metabolismo ésseo
pode ser avaliado pela analise da sintese de colageno, possibilitando o estudo e o controle de suas
possiveis alteragoes. Torna-se vidvel avaliar a interagdo entre o tecido 6sseo e biomateriais com
diferentes caracteristicas, pela quantificagdo da sintese de colageno pelos osteoblastos, que podem
ser estimulados ou inibidos por substancias liberadas pelos biomateriais no meio (Anselme, 2000).

O ensaio de viabilidade celular MTT (dimetiazol difeniltetrazolio de bromo) é baseado na reacdo de
reducdo realizada pela célula no sal de tetrazolium, o que resulta na formagdo de um corante
formazan que pode ser facilmente detectado e medido em um espectrofotdmetro. O sal de tetrazolium
é reduzido na mitocdndria, organela que é inativada poucos minutos ap6s a morte celular. Este
ensaio é considerado um excelente instrumento para a observagdo de células viaveis e células
mortas. Normalmente, este teste é realizado antes da verificagdo da fosfatase alcalina, determinando
a viabilidade celular no material.

A avaliagdo da citocompatibilidade de materiais tém sido relatada, associando-se o ensaio de
viabilidade celular MTT e a produgdo de fosfatase alcalina e colageno por células primarias
osteoblasticas (Valério et al., 2004a e 2004b; Andrade et al., 2005; Schainberg et al., 2005; Sampaio
et al., 2005a e 2005b; Valerio et al., 2005a e 2005b).

A biocompatibilidade de biomateriais nas diferentes categorias de avaliagdo e usando-se diversos
métodos para esta avaliagéo tem sido relatada. Testes de citotoxicidade “in vitro®, usando culturas de
células fibrobasticas foram utilizados por Pereira et al., em 2003, avaliando poli (metil metacrilato)
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reforgcado com particulas de vidro; por Silva et al., em 2004, avaliando membranas de quitosana, um
biopolimero natural, reticuladas com glutaraldeido; Taguchi et al., em 2004, avaliando o colageno
reticulado com um derivado do acido citrico. Os materiais avaliados mostraram baixa citotoxicidade
ou nenhuma reagao citotéxica.

Testes “in vitro” em cultura de células osteoblasticas foram avaliados por Ito et al., em 2002, na
analise de liberacédo de flior em cerdmicas de fosfato de célcio dopadas com Zn, TCPZn e
TCPZn/HAP; por Andrade et al., em 2004, usando o colageno modificado com TEOS; Botelho et al.,
em 2004, avaliaram a proliferagao de células osteoblasticas humanas em hidroxiapatita/silicio; Sogo
et al., em 2004, compararam a citocompatibilidade e crescimento celular de aTCPZn e aTCP; Valerio
et al., em 2004a, avaliaram a biocompatibilidade de dentina, esmalte, hidroxiapatita derivada de dente
humano e hidroxiapatita comercial; Valério et al., em 2004b, avaliaram a proliferacdo de osteoblastos
e producao de colageno em vidro bioativo e fosfato de célcio bifasico; Webster et al., em 2004,
avaliaram a habilidade de deposigdo de célcio e adesdo de células osteoblasticas humanas em
hidroxiapatita dopadas com Mg*?, Zn*?, La™®, Y*?, In*®, Bi*®; Sampaio et al., 2005a e 2005b, avaliaram
a viabilidade de osteoblastos, produgdo de fosfatase alcalina e secre¢cdo de colageno, usando
hidroxiapatita reforgada com vidros e hidroxiapatita/titanio.

Testes de avaliagao da biocompatibilidade “in vivo”, em animais foram utilizados por Rocha, em 2000,
estudando matrizes de colageno aniénico em defeitos 6sseos; Dalkyz et al., em 2002, avaliando
histologicamente os efeitos do osso liofilizado, hidroxiapatita, coral e hidroxido de calcio; Ito et al., em
2002, avaliando a proliferacao e diferenciagdo de células osteoblasticas em ceramicas de fosfato de
célcio dopadas com Zn; Pereira et al., em 2003, avaliando poly (metil metacrilato)/biovidro; Taguchi et
al., em 2004, avaliando derivado do acido citrico/colageno; Yoshida et al., em 2005, avaliando a
bioatividade de compésito hidroxiapatita/celulose.

As reagoes biolégicas de compdsitos de hidroxiapatita/colageno foram avaliadas “in vitro” (Okazaki et
al., 2001; Sheu et al.,, 2001; Lin et al., 2005) e em defeitos ésseos de animais mostrando a
bioatividade do material (Callis e Santini, 1985; Porter, 1991; Zardiacas et al., 1994; Tay et al., 1998;
Kikuchi et al., 2001; lto et al,, 2002; Kikuchi et al., 2004a; Kikuchi et al., 2004b. Os resultados
indicaram que os materiais avaliados podem ser usados em aplicagdes biolégicas, mostrando

biocompatibilidade e atividades bioativas.

Os testes iniciais de biocompatibilidade com a hidroxiapatita dopada com ions divalentes e trivalentes
tém mostrado sucesso (Webster et al., 2004) e, especificamente, os materiais dopados com zinco tém
mostrado biocompatibilidade e bioatividade, aumentando a proliferagéo de células osteoblasticas (lto
et al., 2002; Sogo et al., 2004).



3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar compositos fosfato de célcio/colageno dopados com zinco e avaliar sua

biocompatibilidade in vitro.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- sintetizar fosfatos de calcio através da precipitagcao por via umida, avaliar diferentes parametros

durante a sintese e caracterizar os fosfatos de célcio obtidos;
- sintetizar fosfatos de calcio dopados com zinco e caracterizar os fosfatos de calcio-zinco;
- extrair, purificar e caracterizar a proteina colageno tipo | de origem tissular do pericardio bovino;

- desenvolver compdsitos fosfatos de célcio/colageno associados ou ndo ao zinco e caracterizar os

compositos;
- avaliar a citocompatibilidade dos compdsitos através de teste de citotoxicidade in vitro;

- avaliar a secrecéo de fosfatase alcalina de células osteoblasticas primarias em presencga dos

compositos.

56
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CAPITULO Il - FOSFATOS DE CALCIO

Para atingir o objetivo proposto neste trabalho, foram realizadas varias etapas esquematizadas
através do esquema apresentado na Figura Il.1. A primeira delas encontra-se em evidéncia e

corresponde ao Capitulo II.

Fosfato de Calcio (CaP)

5

=> Sintese de CaP

=> Sintese de CaPZn

=> Caracterizacao de CaP e CaPZn

\VA
Colageno (COL)

b

=> Coleta de Pericéardio bovino (PB)
=> Caracterizagao de PB

=> Preparo de colageno tipo | (COL)
=> Purificagdo de COL

=> Caracterizagdo de COL

\/

Composito CaP/COL

|1—> => Preparo dos compdsitos:
CaP/COL - CaPzn/COL - CaP/COL/Zn

=> Caracterizagdo dos compdésitos

=> Avalia¢éo da biocompatibilidade in vitro dos compésitos

Figura Il.1 — Esquema das etapas realizadas no desenvolvimento do trabalho, com evidéncia da

etapa referente ao capitulo II.
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1 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

1.1 MATERIAIS

1.1.1 Materiais e equipamentos utilizados na sintese de CaP:

acido ortofosférico 85% P.A., H3PO,, d = 1,69 g/cm?®, Labsynth® Produtos para Laboratério LTDA;
agitador magnético com controle de temperatura, Fisatom® , LASMAT, DEMET/EE-UFMG;

- 4gua desionizada 18 MQcm, purificada em um sistema Rio’s acoplada a um Milli Q-
plus/Millipore®, do Laboratério de Hidrometalurgia, do Departamento de Engenharia Metallrgica e de
Materiais — DEMET, Escola de Engenharia da Universidade Federal de Minas Gerais - EE-UFMG;
- 4gua destilada obtida do destilador modelo 2103 Biomatic®, do Laboratério de Anélise de
Superficies e de Materiais — LASMAT, DEMET/EE-UFMG;
- 4lcool benzilico 99% P.A., C;HgO, Labsynth®;
- élcool etilico P.A., C;HgO, Labsynth®;
- aspirador modelo CA — Fanem® LTDA, do Laboratério de Hidrometalurgia, DEMET/EE-UFMG;
- balanca eletrénica analitica, modelo Q-500L210C - Quimis®, LASMAT, DEMET/EE-UFMG;
- balanga eletrénica semi-analitica, BEL® Equipamentos Analiticos LTDA, LASMAT, DEMET/EE-
UFMG;
- bomba de alto vacuo, modelo 3NO13H - Dayton®, LASMAT, DEMET/EE-UFMG;
- capela de exaustao; LASMAT, DEMET/EE-UFMG;
- estufa de secagem e esterilizagdo, modelo Orion 515 — Fanem®, LASMAT, DEMET/EE-UFMG;
- forno mufla com controle de temperatura, modelo 7000 — EDG® Equipamentos, do Laboratério de
Biomateriais, DEMET/EE-UFMG;
- fosfato de aménio bibasico P.A., (NH4), HPO,, Labsynth®;
- gral de 4gata, do Laboratério de Biomateriais, DEMET/EE-UFMG;
- hidréxido de aménio P.A., NH,OH, Labsynth®;
- hidréxido de calcio 95% P.A., Ca(OH),, Labsynth®;
- nitrato de zinco P.A., Zn(NO3),.6H,0, Labsynth®.
- peneira com abertura de 38 ym, USS/ASTM 400 — Bertel® Industria Metaldrgica LTDA, LASMAT
DEMET/EE-UFMG;
peneira com abertura de 75 um, USS/ASTM 200 — Bertel® Industria Metaldrgica LTDA, LASMAT
DEMET/EE-UFMG;
pH-metro - Quimis®; LASMAT — DEMET/EE-UFMG;
ultra som - Siemens®, do Laboratério de Hidrometalurgia, DEMET/EE-UFMG.
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1.1.2 Materiais e equipamentos utilizados na caracterizacao de CaP:

- aparelho de fluorescéncia de raios-X PW 2400 — Phillips®, do Laboratério de Analise por Raios-X ,
DEMET/EE - UFMG;

- difratdmetro, modelo PW1710 - Philips®, do Laboratério de Raios-X , DEMET/EE - UFMG;

- espectrofotdmetro de absorcao atdmica, modelo Aanalyst 300 — Perkim-Elmer®, do Laboratério
de Analises Quimicas, DEMET/EE - UFMG;

- espectrofotdmetro de infravermelho, modelo Paragon 1000 — Perkim-Elmer®, do Laboratério de
Materiais Ceramicos, DEMET/EE — UFMG;

- hidroxiapatita comercial, HAP-91®, JHS — Laboratério Quimico LTDA;

- lupa estereoscopica modelo Steni SV8 — Zeiss®, acoplada com maquina fotografica, modelo

M35W — Zeiss®, do Laboratério de Metalografia e Tratamentos Térmicos, DEMET/EE - UFMG;

- microscépio de luz transmitida, modelo CH30 — Olympus®, acoplado com sistema de exposicdo
automatica para fotomicrografia, modelo PM-104K3 - Olympus®, LASMAT — DEMET/EE-UFMG;

- microscopio eletrénico de varredura, modelo JSM - 6360 LV — JEOL®, acoplado com
espectrdmetro dispersivo por dispersdo de raios-X (EDS) modelo Quest — Thermo Noram®, do
Laboratério de Microscopia Eletrdnica, DEMET/EE — UFMG;

- software Origin®, versdo 6.1, LASMAT — DEMET/EE-UFMG.

1.2 SINTESE DE FOSFATO DE CALCIO

Para a obtencao do material fosfato de calcio foram realizadas, em laboratério, trés rotas de sintese
pela precipitagédo por via Umida.

1.2.1 Rota 1 (R1)

Com base na razao ideal para hidroxiapatita pura, Ca/P = 1,67, o material foi precipitado a partir da

reagao:
10Ca(OH), (susp) + 6HzPO, (aq) => Cayo(POL)s(OH).d + 18H,0 (1) (eq. II.1)

Para sintetizar 10 g de fosfato de célcio calculou-se a quantidade em peso dos reagentes, a partir do
numero de moles da hidroxiapatita pura e dos reagentes utilizados na reagao (Anexo IA). A mistura foi
realizada a partir da adicdo de uma solu¢do B a uma suspensdo A que foram preparadas da seguinte
forma:

suspensdo A — 250 mL de suspensao de Ca(OH), 40 mM [7,38 g de Ca(OH),]; o p6 de Ca(OH),
foi colocado lentamente em agua desionizada a temperatura de 40°C+3°C, e permaneceu sob

agitacao vigorosa durante 1 h;
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solugao B — 250 mL de solugao de HzPO4 17 mM [4,08 mL de H3POy,)].
A solucédo B foi gotejada, com o auxilio de uma bureta, numa velocidade de adi¢do equivalente a 4
mL/min, a suspensao A. A temperatura de 40+3°C e agitagdo magnética vigorosa e constante foi
mantida durante todo o processo, usando o agitador magnético com controle de temperatura. O pH
durante a adigdo do acido a suspensao de Ca(OH), foi controlado no pH minimo = 742, usando
solugdo de NH,OH 1 M. Apds 1 h de adicdo, a mistura permaneceu a temperatura ambiente durante
48 h.

Todo o processo de mistura foi realizado no interior de uma capela de exaustdo e agua desionizada
foi utilizada para o preparo de todas as misturas.

No fluxograma da Figura I.2 pode ser acompanhado o processo de sintetizagdo do fosfato de calcio
em R1.

1.2.1.1 Procedimentos e condi¢c6es experimentais

Apos o tempo de envelhecimento, as misturas obtidas em R1 seguiram os procedimentos descritos a
seguir (Figura 11.2):

filtracdo e lavagem - a mistura foi decantada e o sobrenadante foi descartado; a massa obtida
foi filtrada em papel filtro no funil de Biichner com o auxilio da bomba de alto vacuo; o mesmo
procedimento foi realizado para lavar a massa, usando aproximadamente o0 mesmo volume de agua
desionizada, a temperatura ambiente, por trés vezes consecutivas;

secagem e moagem - a massa obtida foi seca em estufa a temperatura de 100°C por 24 h; o
material foi triturado manualmente em gral de agata, transformando-o, 0 maximo possivel, em um pé
de granulometria bem fina;

peneiramento - 0s pos sintetizados foram passados em peneira de 200 mesh, e em seguida, em
peneira de 400 mesh previamente descontaminadas, por 4 h no equipamento de ultra-som, e secas
no aspirador;

condicGes experimentais - alguns pardmetros foram avaliados durante e apds o processo de
precipitacdo; as amostras obtidas podem ser identificadas na Tabela 1.1, onde também podem ser
observadas suas diferentes condi¢goes experimentais:
- variagao do pH minimo durante o processo de mistura;
- tratamento quimico durante envelhecimento do material com adi¢gao da solugao de H3PO, diluida;
- tratamento quimico ap6s mistura dos reagentes com adi¢ao da solugao de HzPO, concentrada;

- tratamento térmico com processos diferentes de resfriamento.

1.2.1.2 Tratamento quimico

A amostra A4 foi submetida a um tratamento quimico através da adigao de 200 mL de solugao diluida
de H3PO4 1 mM a mistura obtida em R1, logo ap6s sua reagao. Agitou-se o material, moderadamente,
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por 30 min. A mistura tratada com a solugao de H3;PO, 1 mM foi envelhecida durante 48 horas.
Depois foram seguidos os procedimentos de filtragéo, lavagem, secagem, moagem e peneiramento

das amostras.

Na amostra A5 foi adicionado, logo apds a mistura completa dos dois reagentes, 2 mL da solugao de
HsPO, concentrada, sob agitacdo vigorosa a 40+3°C, por mais 30 min. O pH foi controlado em 7x0,2
durante a adigdo do acido a suspensao de Ca(OH), com solucdo de NH,OH 1 M. O processo de
mistura foi realizado no interior da capela de exaustao.

Ca(OH),

06 > H,0

40°C
Agitagado vigorosa => 1 h
A 4
Ca (OH), H;PO,
suspensao solugdo aquosa

40°C
agitagéo vigorosa => 1h 4 mL/min
controle pH 7 => NH,OH

Tratamento quimico
Repouso => 48 h
Lavagem e filtragao
Secagem =>100°C - 24 h
Moagem e peneiramento
Tratamento térmico 900°C
v 1100°C

Ca1o(PO4)s(OH)2

Figura I.2 — Fluxograma da seqiiéncia de procedimentos empregados em R1.

1.2.1.3 Tratamento térmico

Os pés sintetizados em R1 foram colocados em cadinhos de alumina (Al,O3) e submetidos a
tratamento térmico. Os cadinhos foram levados a um forno mufla com taxa de aquecimento de 10°C
por minuto e mantidos por duas horas a 900°C em todas as amostras, com excegao da amostra A7
que foi submetida a temperatura de 1.100°C e das amostras A1, A7 e A10 que ndo foram submetidas
ao tratamento térmico (Tabela 11.1). Os pds foram resfriados por dois processos:

resfriamento lento, dentro do forno, com uma taxa de resfriamento de 10°C até a temperatura
ambiente, nas amostras A2, A4 e A6 (Tabela Il.1);

resfriamento brusco, fora do forno, a temperatura ambiente, sobre uma placa inox e vedados com
papel aluminio, nas amostras A3, A5, A8 e A10 (Tabela II.1).

Os poés foram acondicionados em frascos plasticos esterilizados e vedados, sendo identificados.
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1.2.2 Rota 2 (R2)

O material foi precipitado a partir da reagdo a seguir, calculando-se a quantidade em peso dos
reagentes (Ca/P = 1,67) para obtengao de 10 g de fosfato de célcio (Anexo IB):

10Ca(OH); (susp) + 6(NH4).HPO, (aq) => Cayo(PO4)s(OH)2d +6H:0 () + 12NH,OH (ag)  (eq. 11.2)

A suspensao A e solugdo B foram preparadas da seguinte forma:

suspensao A — 250 mL de suspensido de Ca(OH), 40 mM [7,38 g de Ca(OH),]; o p6 de Ca(OH),
foi colocado lentamente em agua desionizada a temperatura de 40°C+3°C, e permaneceu sob
agitacao vigorosa durante 1 h;

solugao B — 250 mL de solugao de (NH,;)..HPO4,24 mM [7,89 g de (NH,4)..HPQ,].
A mistura foi realizada seguindo os mesmos procedimentos de R1 e o pH foi monitorado durante toda

a mistura. O processo de sintetizagdo em R2 pode ser acompanhado no fluxograma da Figura 11.3.

Ca(OH),
po

» H,O

40°C
Agitagao vigorosa=>1h

v

Ca (OH), (NH4), HPO,
suspensao solugao aquosa

40°C
Agitagao vigorosa => 1 h 4 mL/min
Monitoramento do pH

Tratamento quimico
Repouso => 48 h
Lavagem e filtragao
Secagem => 100°C - 24 h
Moagem e peneiramento
Tratamento térmico 900°C

\4

Cayo(PO4)s(OH),

Figura I.3 — Fluxograma da seqiiéncia de procedimentos empregados em R2.

1.2.2.1 Procedimentos e condi¢Ges experimentais

Apo6s 48 h de envelhecimento, as misturas obtidas em R2 seguiram os mesmos procedimentos
descritos para R1. As amostras obtidas em R2 podem ser identificadas na Tabela Il.1, onde também

podem ser observadas suas condi¢gdes experimentais:
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tratamento térmico com processos de resfriamento lento e brusco, como nas amostras em R1.
1.2.3 Rota 3 (R3)

A razdo (Ca + Zn)/P = 1,67 foi usada para calcular a quantidade em peso dos reagentes para a
sintetizacdo de 10 g de fosfato de célcio dopado com zinco (Anexo IC). O material foi precipitado por
via Umida a partir da reagao a seguir, e os procedimentos de seu processo podem ser acompanhados
através do fluxograma da Figura 11.4:

10Ca(OH)a(susp)+6HsPO4(aq)+Zn(NO3)2.6H20(aq) => (Ca,Zn)1o(PO4)s(OH)2 L +18H20()+2NOs(aq)  (eq. 11.3)

onde,
(Ca, Zn) significa a substituicio parcial no reticulado de jons Ca*® por ions Zn*.

A suspensao A e solugao B foram preparadas da seguinte forma:

suspensdo A — 250 mL de suspensio de Ca(OH), 40 mM [7,38 g de Ca(OH),]; o p6 de Ca(OH),
foi colocado lentamente em agua desionizada a temperatura de 40°C+3°C, e permaneceu sob
agitacao vigorosa durante 1 h;

solugao B — 250 mL de solugao de H3PO, 17 mM [4,08 mL de HzPO,].

Para R3 usou-se os mesmos procedimentos realizados na amostra A5 em R1 e, no momento da
mistura inicial foi adicionado Zn(NO3),.6H,O na concentragéo de 1% mol [0,03 mg de Zn(NO3),.6H,0].
No final da mistura foram adicionados 2 mL da solugdo de HsPO, concentrado. A temperatura de
40+3°C foi mantida durante toda a mistura, sob agitagao vigorosa e constante por mais 1 h. A mistura

permaneceu em repouso a temperatura ambiente.
1.2.3.1 Procedimentos e condi¢c6es experimentais

Apéds 48 h de envelhecimento, as misturas obtidas em R3 seguiram os mesmos procedimentos
descritos para R1 e o processo pode ser acompanhado pelo fluxograma da Figura 11.4. As amostras
obtidas em R3 podem ser identificadas na Tabela 1.1, onde também podem ser observadas suas
condigbes experimentais:

tratamento quimico apds mistura dos reagentes com adi¢cao da solugdo de H;PO, concentrada,
como na amostra A5 em R1;

dopagem com Zn(NOj3),.6H,0;

tratamento térmico com processos de resfriamento lento e brusco, como nas amostras em R1.
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Ca(OH),
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Figura I.4 — Fluxograma da sequiéncia de procedimentos empregados em R3.
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Figura II.5 — Perfil da temperatura x tempo usada no tratamento térmico a 900°C (A) das amostras A2
e A4 (R1) e no tratamento térmico a 1100°C (B), da amostra A6 (R1).
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Tabela Il.1 — Identificacédo e condigdes experimentais das amostras
de fosfato de calcio nas rotas de sintese

Amostra Reagentes Rota ,p!-l Trata,m_ento T’ratgmento
minimo quimico térmico (°C)
A1l Ca(OH), + H3PO, R1 7,0 - -
A2 Ca(OH), + H3PO, R1 7,0 - 900
A3 Ca(OH), + H3PO, R1 7,0 - 900*
A4 Ca(OH), + H3PO, R1 7,0 HsPO4 1 mM 900
A5 Ca(OH), + H3PO4 R1 7,0 H;PO, concent. 900~
A6 Ca(OH), + H3PO, R1 7,0 Hs;PO, 1 mM 1100
A7 Ca(OH), + (NH4)2.HPO, R2 9,5 - -
A8 Ca(OH); + (NH,)2.HPO, R2 9,5 - 900
A9 Ca(OH), + H3PO4 + Zn(NO3)..6H,O  R3 7,0 - -
A10  Ca(OH), + H3PO, + Zn(NO3)..6H,O  R3 7,0 - 900*
Al Ca(OH), + H3PO4 + Zn(NO3)..6H,O  R3 7,0 HsPO,4 concent. 900*

* Tratamento térmico com resfriamento brusco

1.3 Caracterizacao dos pos de fosfato de calcio

1.3.1 Fluorescéncia de raios-X (XRF)

Os reagentes Ca(OH), e (NH,4)..HPO, e amostras dos pds sintetizados, foram preparados em um leito
de &cido bérico P.A. (H,BO;) e levados ao equipamento de fluorescéncia de raios-X para avaliagao
qualitativa da presencga de seus elementos quimicos constituintes.

1.3.2 Microscopia de luz (ML) e Microscopia de luz transmitida (MLT)

Amostras dos p6s foram dispersas em solugado de 50% de alcool etilico e 50% de agua destilada e
gotejadas em laminas de vidro, para analise no microscépio de luz, permitindo a visualizagao geral da
morfologia do material. Depois de secas, as mesmas foram observadas em uma lupa estereoscépica

de imagem tridimensional, com aumento maximo de 64X, acoplada com maquina fotografica.

A distribuicdo dos tamanhos de particula foi determinada, utilizando-se &lcool benzilico como
dispersante. Pequenas quantidades dos pés foram misturados a 1 mL do dispersante. Apos
decantagdo, succionou-se a mistura depositada no fundo do recipiente, com o auxilio de uma pipeta.
Em uma lamina de vidro, gotejou-se o material pipetado, e uma laminula de vidro foi pressionada
levemente sobre a gota, espalhando-a na lamina. A amostra translicida foi analisada através da
iluminagao do microscopio de luz transmitida antes da secagem do dispersante.
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1.3.3 Analise quantitativa de elementos quimicos

As concentragdes de fésforo (P) e silicio (Si) nas amostras foram determinadas por gravimetria; de
célcio (Ca) por oxi-redugao com KmnQOy,; de sdédio (Na), ferro (Fe), estréncio (Sr) e magnésio (Mg) por
espectrometria de absorgao atdmica, modo chama; e dos cloretos por cromatografia idnica. A andlise
quantitativa dos elementos constituintes foi realizada e a relagdo Ca/P de cada uma das amostras foi
determinada a partir dos resultados obtidos nesta analise.

1.3.4 Espectroscopia por dispersao de raios-X (EDS)

Amostras representativas do gel, que se formou logo apds a mistura, foi coletada com uma seringa
descartavel, e foi dispersa em solugdo de 50% de alcool etilico e 50% de agua destilada. Os pos
sintetizados, antes e apds o tratamento térmico, também foram dispersos em solugdo alcool
etilico/agua. As amostras foram gotejadas em laminulas de vidro, identificadas e, depois de secas a
temperatura ambiente por aproximadamente 12 h, foram recobertas com uma fina camada de ouro
(Au). A andlise elementar semi-quantitativa de microrregides das amostras foi obtida, através do
detector de espectroscopia por dispersao de raios-X (EDS), acoplado ao microscépio eletrdnico de
varredura, usando feixe de elétrons de 15 keV. Os resultados foram determinados pela analise de trés
areas diferentes de cada amostra.

1.3.5 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

As mesmas amostras usadas para andlise de EDS foram recobertas novamente com Au. A superficie
das amostras foram observadas com alta resolucédo e grande profundidade para andlise detalhada de
sua morfologia e obtengdo de imagens com aparéncia tridimensional, no microscépio eletronico de

varredura, através da incidéncia de feixe de elétrons de 10 a 15 KeV.
1.3.6 Difracao de raios-X (XRD)

Os reagentes Ca(OH),, (NH4)..HPO, e amostras dos p0s sintetizados, antes e depois do tratamento
térmico, foram submetidos a difragao de raios-X, permitindo identificar as fases cristalograficas
presentes no material e estimar a sua quantidade de fase amorfa e cristalina. Os difratogramas
obtidos foram comparados com os registros do banco de dados do JCPDS 2001 (Joint Commitee on
Powder Diffraction Standards — ICDD - International Centre for Diffraction Data). A determinagéo dos
parametros de rede a= b e ¢ da célula unitaria cristalina dos p6s sintetizados foi calculada (Anexo II),

através dos dados obtidos nesses registros, usando a equagao:

N2 [ 4 (H+hk+ k), /2]

4 3 a &

sen®0 =

(eq. 11.4)

onde, a radiagdo KaCu tem o valor de 1,54 A.
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1.3.7 Espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR)

Um grama de brometo de potassio (KBr) foi seco em estufa a 120°C durante 12 h, e logo depois foi
triturado em gral de agata. O pé sintetizado foi disperso em KBr, na proporgao de 0,2 g de KBr para
0,002 g da amostra. As amostras misturadas em KBr foram colocadas em um cadinho relativo ao
acessorio de reflexao difusa do equipamento. Em outro cadinho foi colocado 0,2 g de KBr puro e
seco, obtendo-se quatro varreduras para padronizacdo do equipamento. Os espectros FTIR das
amostras de HAP dispersas em KBr foram obtidos com 32 varreduras, no intervalo entre 400 a 4000
cm’, com resolugdo de 4 cm' e unidades de absorbancia (abs), no espectrofotdmetro de
infravermelho. As medidas de absorbancia das amostras nas regides do infravermelho permitiu a

determinacao qualitativa de suas moléculas, identificando sua estrutura quimica.
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2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1 SINTESE DE HAP

O método de escolha para a obtencao de fosfato de calcio foi o de sintese por precipitagdo em meio
aquoso. Ao contrario da sintese por processos térmicos, este método produz maiores quantidades do
material, além de ser um dos processos mais econdmicos (Arends et al., 1987; Garcia et al., 2005).
Também mostra homogeneidade de particulas e permite controle da concentragdo dos reagentes
(Arends et al., 1987; Pefa e Vallet-Regi, 2003). Entre as rotas para sintetizar hidroxiapatita, como
hidrélise, precipitagdo e métodos hidrotermais, a rota por precipitacdo € a mais simples e apresenta
possibilidade de aplicagao industrial (Garcia et al., 2005).

Nas rotas utilizadas neste estudo observou-se a repetitividade da precipitacao dos fosfatos de calcio
em quantidades de aproximadamente 101 g. O processo em R2, na qual se usou o reagente
(NH4)2.HPO,, mostrou-se uma técnica aproximadamente 25% mais onerosa que R1, quando foi
realizado um levantamento financeiro dos reagentes. Isto se deve ao envolvimento de equipamentos
de laboratério simples e reagentes comuns (Arends et al., 1987; Afshar et al., 2003) durante o
processamento do material em R1. Analisando R1 e R3, estas apresentaram custos praticamente
iguais, pois além do reagente Zn(NO;),.6H.O ser de baixo custo, foram utilizadas quantidades
minimas para dopar o fosfato de célcio. Levando-se em consideragdo apenas os valores dos
reagentes Ca(OH),, NH,OH, H3PO,, (NH4)>.HPO,4 e Zn(NO3),.6H,O no comércio nacional, o material
sintetizado neste estudo mostrou-se de custo bem razoavel em relagcdo ao fosfato de calcio

comercializado.

O pé de Ca(OH), é de dificil dispersao, necessitando de uma adigdo lenta a agua, sob agitagéo
vigorosa, para formar a suspensao de Ca(OH).. A temperatura de 40°C, temperatura préxima aquela
do corpo, e agitagao vigorosa foram utilizadas durante o tempo de mistura, mantendo a temperatura
constante em todo o sistema. Desta maneira, as particulas de Ca(OH), dispersaram-se em agua
facilitando sua reagao com o H;PO, e promovendo a reagéo de precipitacao do fosfato de calcio. A
turbuléncia proporcionada pela agitagdo vigorosa ativa o liquido no sistema de reagdo; e a
temperatura € um importante fator que pode afetar o tamanho dos cristais e a propriedade de
sedimentagao (Nagai et al., 1982; Afshar et al., 2003; Utech et al., 2004). A uma temperatura mais
baixa a suspensao torna-se viscosa, dificultando a uniformidade da reacao (Nagai et al., 1982). Varios
estudos relataram a sintetizagdo de materiais fosfatos de calcio, Cao(PO4)s(OH),, BTCP e o material
bifasico Cayo(PO,)s(OH)./BTCP, a temperatura ambiente (Cheng et al., 1998; Liou et al., 2003; Pefna e
Vallet-Regi, 2003; Oliveira, 2004; Webster et al., 2004), enquanto outros utilizaram temperaturas que
variaram de 25 a 90°C durante o processo de sintetizagdo (Nagai et al., 1982; Okazaki e Takahashi,
1999; Finisie et al., 2001; Afshar et al., 2003; Leventouri et al., 2003; Mavropoulos et al., 2003).
Entretanto, os reagentes também variaram. A estabilidade das fases dos fosfatos de calcio depende
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consideravelmente da temperatura de mistura (Finisie et al., 2001) e diferentes fases de fosfato de
célcio podem ser obtidas dependendo do uso para o qual o material serd4 desenvolvido. Trabalhos
recentes (Garcia et al., 2005) avaliaram os efeitos da temperatura na sintese de hidroxiapatita pela
rota de precipitagéo, relatando que a temperatura ndo influenciou a obtengdo de hidroxiapatita no
processo por precipitacao aquosa.

A mistura mostrou-se altamente alcalina no seu estagio inicial. O pH 13+0,5 foi medido e, a medida
que a solucao acida, H3POy, foi acrescentada, a alcalinidade foi gradualmente reduzida para pH mais
baixo. No final da reagéo foi necessaria a adi¢cao de solugdo de NH,OH para controle e manutengéo
do pH minimo desejado, de acordo com a Tabela Il.1. A area de superficie especifica da particula
esta em fungédo do pH da solugéo, que determina seu tamanho médio e sua forma. No pH 7£0,2, a
area de superficie especifica € minimizada, ocorrendo uma redugao na espessura e comprimento das
particulas, e com o pH abaixo de 7 as particulas apresentam-se mais finas, mas com um maior
comprimento (Cheng et al., 1998). O pH influencia a solubilidade dos fosfatos de célcio, a diminuig¢éo
do pH aumenta a solubilidade. O pH em niveis abaixo de 9 leva a produgao de fases mais solluveis
em agua (Afshar et al., 2003).

Durante todo o tempo, as misturas em R1, R2 e R3 mostraram-se como uma solug&o esbranquigada,
e no final da mistura, a medida que solugao de H3PO, foi acrescentada, apresentaram-se com uma
consisténcia mais gelatinosa, devido a interagdo dos ions P e Ca*™ para formagéo da apatita.

2.2 CARACTERIZAGCAO

As técnicas utilizadas na caracterizagdo dos pds sintetizados mostraram, pela andlise dos dados
obtidos, que sua sintese foi bem sucedida. A caracterizagdo das amostras mais significativas sera
mostrada e discutida, aferindo-se os resultados as outras amostras semelhantes.

Os poés sintetizados em R1, R2 mostraram-se com a aparéncia de um po fino, de coloragéao
esbranquigada (Fig. 1.6A), ndo apresentando diferenga aparente diante do pd sintetizado em RS3.
Esta amostra pode ser comparada com o pé de uma amostra de hidroxiapatita obtida no comércio
denominada, neste estudo, de hidroxiapatita comercial, HAc, que apresentou-se como um pé de
textura granular mais grossa, e de cor levemente azulada (Fig. 11.6B).

2.2.1 ML
O po sintetizado (Fig. 11.6C) e o p6 de HAc (Fig. 11.6D) foram observados na lupa estereoscopica,

mostrando uma grande aglomeragao das particulas, explicada pela sintese por via Umida, que tende

a aglomerar particulas extremamente pequenas.
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222 MLT

No microscépio de luz transmitida observou-se a morfologia e distribuigdo das particulas dos pds
sintetizados (Fig.Il.7A e 11.7B) e de HAc (Fig. I1.7C) dispersas em alcool benzilico. A passagem dos
pbs sintetizados por peneira com abertura da malha de 38 um (malha 400) ndo proporcionou total
homogeneidade das particulas quanto a forma e tamanho (Fig. 11.7A e I1.7B), devido a agregacao das
particulas secas em estufa e em seguida trituradas. Apds a trituragdo, as particulas passaram pelo
limite maximo de abertura da peneira, deixando passar também particulas de tamanho inferior. Esses
resultados também foram relatados por Bet, em 1995, quando analisou particulas de hidroxiapatita
passadas em peneiras com abertura de malha menores que um (malha 100). As particulas de HAc
mostraram-se com morfologia diferente das particulas do p6 sintetizado, apresentando-se em forma
de pequenos granulos (Fig. 11.7C), provavelmente pelo fato do aglomerado ter sido passado em
instrumento de separagao das particulas com abertura de forma diferente, ou ter recebido tratamento
diferente apds sintetizagao.

As amostras submetidas as diferentes condi¢cbes experimentais ndo mostraram diferengas

consideraveis, quando analisadas pela microscopia de luz.
2.2.3 XRF

Os resultados da analise por XRF dos pés sintetizados nas diferentes rotas e de seus reagentes
podem ser observados na Tabela 1.2, que mostra os componentes de presenca dominante, média,
menor e tragos de elementos no material. Como esperado, os principais elementos constituintes do
material sintetizado foram Ca e P. Tragos de outros elementos presentes na composigdo dos
reagentes e acrescentados no material foram observados. Os resultados obtidos para os pés
sintetizados podem ser comparados aos resultados das amostras dos reagentes e da HAc. A pureza
de um material cerdmico é determinada pelo fato de nao conter, tanto quanto possivel, outros
elementos, senédo Ca, P, PO, e OH (Cheng et al., 1998). Entretanto, andlises quimicas mostram que
as apatitas naturais, esmalte, dentina e osso, contém impurezas, como ions CO52, HPO,, F’, CI, Si,
Mg, Na*, K* (LeGeros, 2002), que podem ser substituidos na hidroxiapatita e sdo bastante
estudados. A incorporagao destes ions podem causar mudangas na morfologia e nas propriedades
dos materiais CaP, alterando sua funcdo normal (LeGeros, 2002). Como exemplos, Mg*2 e CO;3?
reduzem o tamanho do cristal das apatitas sintéticas e aumentam a sua dissolugéo; F proporcionam
maior resisténcia e, quando em excesso, podem causar fraturas do osso (Webster et al., 2004); Si e
Na*? sdo considerados elementos importantes na bioatividade do material. O Pb*, Sr*? e Zn*2,
também presentes na apatita natural, sdo denominados tragos de elementos desta estrutura
(LeGeros, 2002), e que, da mesma maneira que 0s outros ions, podem causar mudangas da apatita.
O Zn*? é um elemento estimulador essencial da formagdo éssea, entretanto, em concentragoes altas

é considerado citotoxico.
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Figura 1.6 — Fotografias do pé sintetizado referente a amostra A2 (A) e do p6 de HAc (B); fotografias
das imagens tridimensionais observadas em lupa estereoscépica dos aglomerados das particulas do
p6 sintetizado, 16X de aumento (C), e do pé de HAc, aumento de 50X (D).

Figura I.7 — Fotografias em microscopio de luz transmitida das particulas dispersas em alcool

benzilico da amostra A3 ap6s peneiramento em malha de 38 um, com aumento de 100X (A) e com

aumento de 400X (B); e das particulas da amostra de HAc, aumento de 40X (C).
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Tabela Il.2 — Resultados da analise quimica elementar por XRF de amostras
dos pos sintetizados e de seus reagentes

Elemento
Amostra

o

Ca Na Mg Si Sr Fe

(7]
=
=
A

Zn

+
*
|
|
*

Reagentes Ca(OH),
(NH,):HPO,
HAc Cayo(PO4)s(OH),
Pés sintetizados Al
A2
A3
A4
A5
A6
A7
A10
A1

¥ K X ¥k X X ¥ ¥
* K X ¥ X ¥
EE S R G R T
S S R R S I S S R R

*

R S S S S S T O S S
+ o+ o+ o+

* - - *

*
*

* *

Componentes de presenga dominante (+), média (), menor (-) e tragos de elementos (*).

2.2.4 MEV/EDS

A micrografia de MEV das amostras dos pés sintetizados, antes do tratamento térmico, mostraram a
presenga de um material aglomerado com superficie granular, tendendo para uma estrutura densa

(Fig.1l.8A). As imagens mostraram o aspecto tipico de apatita (Schumann, 1992).

Durante o tratamento térmico inicia-se o processo de densificagao dos fosfatos de calcio (Cheng et
al., 1998). Depois do tratamento térmico houve perda da agua de hidratagao e de cristalizagéo do
material, que transformou em uma estrutura mais densa, menos porosa e conseqiientemente com
menor area especifica. A micrografia da Figura I.9A mostrou o aspecto do material, apds o
tratamento térmico a temperatura de 900°C.

As amostras dos pos sintetizados em R1 e R2 nao apresentaram diferengas significativas na
morfologia, antes e apds o tratamento térmico e depois do tratamento quimico, quando observadas

no microscopio eletrénico de varredura.

A composigao quimica elementar qualitativa das amostras dos pés sintetizados foi avaliada através
da andlise por EDS. Os espectros obtidos revelaram que os materiais sintetizados em R1, R2 e R3
apresentaram picos de alta intensidade referentes aos seus principais elementos constituintes, calcio
(Ca) e fosforo (P); e mostrou picos de baixa intensidade referentes ao magnésio (Mg), silicio (Si),
sddio (Na), estroncio (Sr), enxofre (S), potassio (K) e cloro (Cl) considerados impurezas do material
advindas de seus reagentes (Fig. 11.8B). Os mesmos constituintes das amostras antes do tratamento
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térmico foram observados ap6s o tratamento térmico, mostrando a mesma composi¢ao inicial do
material. Os picos referentes ao Ca e ao P antes do tratamento térmico mostraram uma menor
intensidade (Fig. 11.8B) comparados aos mesmos picos de Ca e P ap0ds o tratamento térmico (Fig.
[1.9B).

O po6 obtido em R3 mostrou estrutura semelhante aos pés obtidos em R1 e R2, entretanto as
micrografias de MEV mostraram uma maior porosidade das amostras (Fig. 11.10A), que
provavelmente pode estar associada a decomposigao do nitrato de zinco. No seu espectro de EDS
(Fig. 11.10B) pode ser observada a presenca dos mesmos picos referentes as amostras obtidas nas
outras rotas e também a presenga de picos de baixa intensidade referentes ao Zn. Nao foi observada
nenhuma estrutura diferente que pudesse identificar a presenga de Zn. Como neste estudo, Webster
et al., em 2004, relatou a presenga de ions dopantes divalentes e trivalentes, incluindo os ions Zn*,
na forma de nitrato, em amostras de HAP através da caracterizagdo por EDS. Sogo et al., em 2005,
analisaram a estrutura de HAPZn através de EDS acoplado ao microscopio eletrénico de varredura, e
nao observaram diferencas significativas entre os gréos de Ca/P e de Zn/Ca. Relataram que nao
houve a presenca de gréos isolados ou concentragdo de Zn em nenhuma area da amostra.

O espectro representante das amostras dos pés em R1 e R2 pode ser comparado com o espectro
encontrado na amostra de HAc. O espectro de EDS dos p6s sintetizados (Fig. 11.11A) mostrou picos
de P e Ca de maior intensidade, bem como maior quantidade de P, quando comparados com os picos
dos mesmos elementos apresentados no espectro de HAc (Fig. 11.11B).

A analise quimica qualitativa das amostras por EDS dos pds sintetizados confirmou a presenga dos
mesmos constituintes encontrados na andlise por XRF.
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Figura I1.8 — Micrografia de MEV da amostra A1, antes do tratamento térmico, aumento de 10.000X,
15 keV (A); espectro de EDS com picos dos principais constituintes, Ca e P, e dos tragos de
elementos da amostra (B).
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Figura 11.10 — Micrografia de MEV da amostra A10, ap6s tratamento térmico a 900°C, aumento de
2000X, 15 keV (A); espectro de EDS com picos de maior intensidade de Ca e P, e presencga de picos
de baixa intensidade de Mg, Si, K e Zn (B).
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A morfologia e distribuicdo do tamanho de particulas do material sintetizado em R1 sdo mostradas na
micrografia de MEV da Figura 11.12. A coleta do material para MEV foi realizada logo depois que
cessou a mistura dos reagentes. Verificou-se que as particulas precipitadas mostraram-se
distribuidas uniformemente em toda a extens&o do material. Em maior aumento na Figura I1.12B, a
area demarcada na Figura II.12A mostrou a forma acicular de tamanho nanométrico das particulas.
Usualmente, esta morfologia é reportada para a hidroxiapatita precipitada por via Umida, que possui
caracteristicas similares as do tecido 6sseo e dentario (Carrodeguas et al., 1999; Afshar et al., 2003;
Liou et al., 2003; Mavropoulos et al., 2003).

O tamanho de particulas influencia a solubilidade do material, devido a sua area de superficie.
Estudos relataram que o menor tamanho das particulas do pé de hidroxiapatita proporciona maior
eficiéncia na sua solubilidade (Cheng et al., 1998; LeGeros, 2002). Entretanto, Mavropoulos, em
2003, nao estabeleceu uma correlagdo entre a eficiéncia de dissolugdo e a area de superficie
disponivel. Os resultados de seu estudo com hidroxiapatita calcio-deficiente mostrou que o tamanho
dos cristais ndo influenciou marcadamente o comportamento de dissolucéo.

Figura Il.12 — Micrografias de MEV das particulas precipitadas no gel obtido da amostra A1 em R1

15.000X, 10 keV (A); em maior aumento, forma acicular de tamanho nanométrico das particulas,
40.000X, 10 keV (B).

2.2.5 Analise quantitativa de elementos quimicos

Os resultados da analise quantitativa de elementos mostraram grande concentragdo em peso de Ca,
em torno de 38%, e de P, em torno de 16%. Tragos de outros elementos foram observados,
mostrando uma quantidade em peso que variou de 0,001 a 0,2%. Estes elementos foram os mesmos
detectados na analise elementar por XRF e EDS.
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A proporcéo entre o Ca e P presente nas amostras foi calculado através da razéo da fragdo molar do
Ca e a fragao molar do P (F\ Ca/Fy P). A média obtida para a propor¢ao molar Ca/P das amostras foi
1,73, com uma margem de erro de 4 a 5% (Tabela 11.3). A razdo Ca/P dos p6s sintetizados podem ser
comparados a razao Ca/P da hidroxiapatita pura relatada na literatura que varia de 1,5 a 2, sendo
considerada ideal a razdo Ca/P 1,67 (LeGeros, 1991). Todos os pds sintetizados neste estudo
ficaram dentro da faixa de valores aceitos para a razédo Ca/P da hidroxiapatita pura.

2.2.6 XRD

A cristalografia dos pos sintetizados foi analisada através dos espectros gerados pela difragdo de
raios-X. As informagdes obtidas foram comparadas a resultados padronizados, disponiveis no banco
de dados da JCPDS 2001, para os materiais cristalinos fosfatos de célcio. As andlises mostraram as
dimensdes da estrutura das moléculas e identificacdo das fases presentes nos pés sintetizados, que
foram identificados como HAP.

Considerando que a unidade de célula da hidroxiapatita € do sistema de cristais hexagonais,
calculou-se as dimensodes da unidade celular dos cristais de HAP, com base nos valores obtidos nos
difratogramas. A unidade de célula tetragonal é caracterizada por dois parametros variaveis, ae ¢, e a
equacao 1.4 (Cullity, 1978) foi utilizada para obter suas medidas, baseando-se no angulo 26 dos
planos adjacentes 271 e 112 do conjunto dos indices de Miller, h k I, do material sintetizado. Os
célculos realizados para obtengdo dessas medidas podem ser observados no Anexo I, onde se
encontra o exemplo para a amostra A3. Observou-se que os parametros da unidade celular do cristal
de A3 e A10 a = b variaram de 9,36 a 9,42 A, e ¢ foi de 6,87 A (Tabela 11.3). Estas medidas
confirmaram resultados bem préximos ao padrdo de valores dos parametros de rede cristalina da
hidroxiapatita pura. As amostras A5 e A11 apresentaram a = b de 9,45 A e cde 7,00 A, em média
(Tabela I1.3). Os valores obtidos ficaram em torno de 5% do valor geralmente aceito na literatura para
os parametros de rede da hidroxiapatita pura, mostrando evidéncias de que as amostras dos pos
sintetizados foram realmente de hidroxiapatita. Webster, em 2004, também calculou os parametros da
unidade celular do cristal de hidroxiapatita, baseando-se na distancia, d, entre os planos 200 e 002.

A andlise qualitativa de difragao de raios-X, apds a secagem a 100°C de HAP, pode ser vista na
Figura 11.13, onde se observa pouca cristalinidade do material com a presenca de grande quantidade
de fase amorfa. Os picos analisados foram de hidroxiapatita, de acordo com a ficha 74-0566
catalogada na JCPDS 2001. O difratograma assemelha-se bastante aos difratogramas antes do
tratamento térmico da hidroxiapatita relatados na literatura (Peters et al., 2000; Oliveira, 2004). Todas
as amostras dos pdés mostraram este padrao de difratograma indiferente do método de sintetizagao
usado e as variaveis durante o processo. Na figura 1.14 as amostras de R1 e R2 podem ser
comparadas aos espectros de hidroxiapatita pura antes do tratamento térmico. Ap6s a secagem a
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100°C a amostra dopada com zinco em R3 mostrou 0 mesmo padrdo que os difratogramas das

amostras ndo dopadas (Figura 11.15).

Tabela 1.3 — Parametros estruturais de amostras dos pos sintetizados

Parametros da unidade

de célula (A)

Razao molar

Amostra s - Ca/P
*hidroxiapatita pura 9,424 6,879 1,67
**hidroxiapatita célcio-deficiente 9,420 6,880 1,64
HAc 9,436 6,882 1,16
Al 9,364 6,875 1,71
A2 9,418 6,875 1,71
A3 9,428 6,875 1,73
A5 9,449 6,980 1,64
A9 9,394 6,875 1,72
A10 9,432 6,876 1,72
A1 9,459 7,034 1,64
*Jarcho, 1981; JCPDS, 2001; LeGeros, 2002
**Mavropoulos et al., 2003
&0 * * HAP

Intensidade (cts)

28

Figura I1.13 — Difratograma da amostra A1 de HAP, ap6s secagem a 100°C, com grande quantidade

de fase amorfa.

A cristalinidade de um material esté relacionada a maior intensidade e menor largura dos picos de

difracdo de raios-X. Nos difratogramas das amostras A1 e A3 de HAP, pode-se observar o aumento

da cristalinidade apos o tratamento térmico (Fig. 11.16). As amostras depois da secagem a 100°C

apresentaram-se nos espectros com picos mais largos, que indicam uma maior quantidade de

material amorfo. Os picos tornaram-se mais estreitos a medida que a temperatura aumentou e
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caracterizaram-se como materiais com alto grau de cristalinidade, com picos de maior intensidade.

Estas caracteristicas foram observadas nos estudos de Kieswetter, em 1994 e Peters et al., em 2000.

S
3 **HA
(]
kel
[\
S
[72]
c
2o
£ | A7
HAP
A1
20 30 40 50 60

20(9
Figura 1l.14 — Difratogramas de HAP apés secagem a 100°C na R1 (A1), na R2 (A7), e de
hidroxiapatita pura relatada nos estudos de Peters et al., 2000 (*HA) e Oliveira, 2004 (**HA).
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Figura I1.15 — Difratogramas de HAP dopada com Zn (HAPZn), ap6s secagem a 100°C, na amostra
A9 em R3; e de HAP nao dopada (HAP) na amostra A1 em R1.
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As quantidades de fase cristalina e fase amorfa das amostras foram estimadas pelos espectros de
XRD, utilizando o programa Peak Fitting Module, do software Origin. Inicialmente, a &rea total do
difratograma, amorfa e cristalina, foi calculada. Calculou-se também o valor referente & area amorfa,
tracando uma linha na base dos picos formados em toda a extenséo do difratograma. A area cristalina
foi obtida diminuindo a area amorfa da area total do difratograma. Nas amostras A1 (R1), A7 (R2) e
A9 (R3) a area amorfa antes do tratamento térmico correspondeu aproximadamente a 60% e a area
cristalina a 40% em relagé@o a area total do difratograma (Fig. 11.16A). Depois do tratamento térmico a
900°C a area total do difratograma das amostras correspondeu aproximadamente a 25% e 75% para
a fase amorfa e cristalina, respectivamente (Fig. I1.16B). Entre todas as amostras, A6, A5 e A10
apresentaram maior cristalinidade.
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Figura 1.16 — Difratogramas de A1 apds secagem a 100°C, com picos largos e aproximadamente
60% de fase amorfa (A); e de A3 apds o tratamento térmico a 900°C com picos mais estreitos e de
maior intensidade com aproximadamente 75% de fase cristalina (B).

Na Figura 11.17 pode ser observado o difratograma que, de um modo geral, foi caracteristico para as
amostras de HAP ap6s o tratamento térmico.

O processo aquoso usado na preparagdo de HAP propiciou uma reagdo, onde os ions PO,* da
solugdo de H3PO, precipitaram, lentamente, ions Ca™ da suspensdo de Ca(OH),. O acido foi
gotejado dentro da solugéo alcalina, assim os ions hidroxilas presentes em Ca(OH), foram exauridos
pela solugao de HsPO,4 (Murry et al., 1995; Osaka et al., 1995). O resultado foi o aparecimento da fase
principal do material, Ca;o(PO4)s(OH),, observado depois da secagem a 100°C. Apds o tratamento
térmico, além de hidroxiapatita, a fase CaO tornou-se presente no material. Assume-se que uma
quantidade extra de ca* permaneceu na mistura e, em seguida, reagiu com o oxigénio (O) do meio
ambiente, devido a absorgao de vapor de a4gua do ar. Apesar dessa nova fase ser biocompativel
(Monma et al., 1986) e, provavelmente, este éxido proporcionar maior resisténcia ao material, alguns
parametros foram estudados para a obtengao de HAP pura como o tratamento quimico, e diferentes
modos de resfriamento ap6s o tratamento térmico.
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Figura 11.17 — Difratograma da amostra A3 de HAP, apds tratamento térmico a 900°C, com grande

quantidade de fase cristalina.

As amostras A2, A4 e A6 obtidas pelo método de sintetizagdo R1 mostraram hidroxiapatita como fase
majoritaria, acrescida de pequenas quantidades de éxido de célcio, CaO. Na Figura 11.18 observou-se
que a amostra A2 apresentou maior quantidade de CaO, quando comparada as amostras A3, A4, A5
e A6. Notou-se que na amostra A6, onde se associou a temperatura 1.100°C ao tratamento quimico
houve uma diminuigdo da fase CaO e o aparecimento da fase BTCP. O tratamento quimico com
solugao diluida de H3PO, aplicado a amostra A4 mostrou diminui¢gdo da fase CaO. Na amostra A3, a
fase CaO desapareceu da composicdo de HAP. Nesta amostra o pH foi mantido em 710,2, € no
tratamento térmico a 900°C foi realizado o resfriamento brusco. O meio de mistura menos alcalino e a
alta velocidade de resfriamento, provavelmente, evitaram a reacdo de Ca*® extras nestas amostras.
Em A5 onde foi usado o tratamento quimico com a solugdo de H;PO, concentrado néo foi observada
a fase CaO, mas apareceu a fase BTCP. No método de sintetizagdo R2 os pés de HAP, mostraram a
presenga de HAP e maior quantidade da fase CaO comparada a R1. Houve diminui¢gdo da fase CaO
na amostra A8, quando comparada com a amostra A7, onde o parametro tratamento térmico com

resfriamento brusco foi variado.

A intensidade do plano (200) do cristal de CaO e do plano (002) do cristal de HAP na amostra A2
(Fig. 1.19) foram usados como um direto indicador da pureza do material precipitado, como nos
estudos de Afshar et al., em 2003. A razédo da intensidade relativa dos picos de HAP e CaO foi
calculada através de padroes obtidos nos difratogramas. Esta razao foi de 0,659, 0,170, 0,040 e 0,00
nas amostras A2, A6, A4 e A3 respectivamente, em R1; e de 1,508 na amostras A8 em R2 (Fig.
11.19).
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Figura 11.18 — Difratograma padrdo de HAP obtida através de R1 com presenca da fase
Cao(PO,4)s(OH), e da fase CaO (A2); diminuigdo gradativa de CaO nas amostras A6, A5 e A4; e
desaparecimento de CaO apoés o tratamento térmico com resfriamento brusco (A3).
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Figura 11.19 — Representagdo grafica da intensidade relativa dos planos dos cristais de HAP (002) e
dos planos dos cristais de CaO (200) em difratogramas de amostras das rotas R1 e R2.
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Os difratogramas de A3 (HAP) e A10 (HAPZn), e os difratogramas de A5 (HAPBTCP) e A11
(HAPBTCPZn) podem ser observados na Figura 11.20. Diante dos resultados supde-se que os ions
Ca*® foram substituidos por ions Zn*? na estrutura cristalina de HAP, ja que n&o foi observada a
formagdo de uma nova fase detectavel pelo método de caracterizagdo usado. O Zn parece ter
incorporado tanto a amostra A10 quanto & amostra A11. Isto estd de acordo com os relatos de Ito et
al., em 2002, Sogo et al., em 2004, Webster et al., em 2004, Sogo et al., em 2005. Entretanto, Miao et
al., em 2004, relataram a presenga de grdos isolados de Zn na superficie de filmes de
hidroxiapatita/flior dopados com Zn, onde os picos dos difratogramas de HAZn mostrou menor
intensidade e apresentaram-se mais largos que os de HA.

HAP

Intensidade (u.a.)

26 (9)

Figura 11.20 — Difratogramas com principais picos de A3 (HAP) e A5 (HAPBTCP) e de CaP dopadas
com Zn, A10 (HAPZn) e A11 (HAPBTCPZn); presenga de 6xido (seta).

O Zn pode inibir o crescimento dos cristais da apatita (Yamaguchi et al., 1987 e Moonga e Dempster,
1995, Ito et al., 2000; Costa, 2004), quando usado em concentragées muito altas. A concentragdo de
1% em peso de Zn usada na sintese dos p6s de CaP, no nosso estudo, parece ter interferido muito
pouco no crescimento dos cristais. Estes resultados estao de acordo com os estudos de Ito et al., em
2002, que sintetizaram TCPZn e o composito ceramico HA/TCPZn, e Wei e Akinc, em 2005, que
sintetizaram BTCPZnSi. Em 2004, Sogo et al., relataram que a sintese de aTCP dopado com Zn em
concentragdes menores que 0,26% em peso, preferencialmente menores que 0,11%, nao apresentou
nenhuma dificuldade e que o Zn foi incorporado ao aTCP. Quantidades até 1,26% foram suficientes
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para proporcionar uma alta solubilidade ao material e quantidades maiores, 3,49 a 8,11%, levaram a
um retardamento do crescimento de cristais de apatita.

Observou-se que em A11 ndo houve grande quantidade de fase BTCP presente, e que esta fase
aumentou levemente em relagéo a A5 (Fig. 11.20). Sogo et al., em 2005, reportaram que o contetdo
de fase BTCP aumentou na estrutura de HA, & medida que o contetdo de Zn foi aumentado. Assume-
se que a concentragéo de Zn usada em A11, praticamente, manteve a fase TCP j& presente em A5
e que, talvez, 0 aumento desta concentragao pode levar a formagao de maior quantidade desta fase
nos materiais. Assim materiais CaP com maior ou menor dissolugdo podem ser formados,
considerando-se que este material € mais soluvel e reabsorvivel que a HA estequiométrica.

Na amostra de A3 (Fig. 11.20), além da fase majoritaria, HAP, notou-se a presenga de pico de leve
intensidade (seta) que pode estar relacionado com a presenga de 6xido de célcio na amostra, CaO, ja
que em outras amostras de HAP foram notados a presenca destes mesmos picos. A possibilidade do
Zn néo ter sido incorporado na HAP e precipitado em forma de éxido de zinco, ZnO, nao pode ser
descartada, como também assumiu Sogo et al., em 2005.

Costa et al., em 2004 relataram que a hidroxiapatita calcio-deficiente contendo Zn decompds em
Cay9Zn,(PQOy)14- A concentragdo de Zn e métodos de sintetizagdo usados podem ter contribuido para
a nao comprovagao deste fato pelo nosso estudo.

2.2.7 FTIR

A estrutura molecular do pé sintetizado apresentou excitagdes vibracionais resultantes das ligagdes
interatbmicas fortes (ligagdes covalentes) dos grupos funcionais especificos presentes no material. O
gréafico resultante da energia absorvida pela amostra em razdo do nimero de onda em que esta
energia foi absorvida é representado pelo espectro de FTIR. O perfil dos espectros de FTIR de CaP
mostraram concordancia com espectros encontrados na literatura (Tabela 11.4).

Na Figura 11.21 pode-se observar os espectros de FTIR de A2 e A5. As bandas referentes aos ions
PO,? apareceram no espectro em niveis variados de freqiiéncia, nos modos de vibragdes de
estiramento e de dobramento. As bandas no modo de vibragdo de estiramento (vz) foram
evidenciadas em 1096 cm™', 1059 cm™ e 1041 cm™ como ions PO,°, em 964 cm™ como PO,®, e em
632 cm™' como PO, labil, ou seja, com presenga de OH livre. As bandas evidenciadas em 606 e 565
cm”' relacionam-se aos ions PO4?, no modo de vibragdo de dobramento (v,). Na freqiiéncia 2077cm’”
e 1989 cm™ caracterizaram-se bandas secundarias de ions PO,*, e a banda referente 4 OH da
ligagdo P — OH apresentou-se em 871 cm™.



Tabela 1.4 — Bandas principais no infravermelho para hidroxiapatita* e HAP
com seus respectivos grupos funcionais

Freqiiéncia (cm™)  Freqiiéncia (cm™)

Grupo funcional

(hidroxiapatita*) (HAP)
3569 3571 ion OH" estrutural
3400 — 3200 3416 — 3200 Molécula de H,O adsorvida ou estrutural
1400 — 1445 1417 e 1454 v3 CO5”
837 - v, CO52 (tipo A - ligagdo O — H)
873 871 v, CO3? (tipo B - ligagéo P — OH)
2368 — 2.337 2354 e 2332 CO,
1550 1631 CO,
1116 — 1033 1096, 1059 e 1041 vsPO,®
950 — 963 964 v, PO,
605 — 566 606 — 565 v, PO,
632 632 PO, labil
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* Cheng et al., 1998; Ogawa e Plepis, 2001; Di Renzo et al., 2001; Afshar et al., 2003;
Chang et al., 2003; Oliveira et al., 2004
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Figura 11.21 — Espectro de FTIR com as bandas de absorgao no infravermelho referentes as ligagdes
quimicas dos grupamentos funcionais da composigao da amostra A2 (HAP) e A5 (HAPBTCP).
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A presenca de banda estreita em 3571 cm™ foi observada na regido correspondente as vibragées de
estiramento de fons OH" estruturais, como também na regido correspondente a banda larga que inicia
em 3416 cm™ e centraliza perto de 3200 cm™, aproximadamente. Esta banda ¢é intensificada & medida
que o pH é reduzido durante a sintese, indicando presenga de moléculas de H,O estruturais ou
adsorvidas na amostra. Quanto mais baixo o pH na preparacdo do material, mais agua ele contém na
sua estrutura (Cheng et al., 1998). Na Figura 11.22, os espectros de FTIR de A2 e A5 sintetizadas em
pH 710,2 podem ser comparados ao espectro de HA (B) sintetizada em pH 10+1 (Oliveira, 2004),
mostrando maior quantidade de moléculas de H,O nas suas particulas.

Os fons CO3? sdo caracterizados pelos modos de vibracdo de estiramento da ligacdo C — O nos
espectros de FTIR. A inclusdao de ions carbonato, COs%, nos cristais de hidroxiapatita podem
acontecer pela substituicio de fons OH e ions PO, durante o processo de precipitacio da
hidroxiapatita. O espectro de HAP mostra a presenca de vsCO3? com substituicdo de fons carbonato
por ions hidroxila em 1417 cm™ e por ions fosfatos em 1454 cm™ (Fig. 11.22A1), em concordancia com
Cheng et al., em 1998, que relata a presenca de bandas de diferentes nimeros de ondas de v,CO5>
substituindo OH’ (tipo A) e substituindo PO,*® (tipo B). Entretanto, a distingao entre estes dois tipos de

v,CO52 ¢ questionavel na literatura.

Absorbancia (abs, u.a.)

T T T T

4000 3000 2000 1500 1000 400

NUmero de onda (cm™)

Figura 11.22 — Espectros de FTIR de A2 e A5 sintetizadas em pH 7+0,2 com presenga de maior
quantidade das moléculas de agua; e hidroxiapatita (Oliveira, 2004) sintetizada em pH 10x1 (B).

Os ions CO; sdo mais absorvidos pela banda de CO32 em 1417 cm™, devido a sua reagdo com a
superficie dos fons OH" formando CO5? + H,0, onde ha a presenca de fons HCO52.A banda de CO5*
em 1454 cm™” nZo é influenciada pela absor¢do de CO,, pois é impossivel a reagdo de CO, com a
superficie dos fons PO,® (Cheng et al., 1998). Assim, provavelmente, o CO, incorporado dentro de
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HAP existe somente como v,COs?, devido & presenca da banda em 871 cm” (Renzo et al., 2001),
que caracteriza o modo de vibragdo de estiramento de ions CO3? e ndo pelo modo de vibragdo de
ions HCO5. Ha relatos na literatura (Cheng et al., 1998) que os ions HCO5? sdo mais solGveis em

agua que os fons CO5°.

O pH influencia a quantidade de fons CO5? incorporados na hidroxiapatita sintetizada. Com a solucéo
de pH mais alto, os ions CO3? séo substituidos por ions OH" e ndo por ions PO,*. A incorporacdo de
CO, na estrutura de hidroxiapatita, portanto € marcadamente influenciada pela solugao de pH durante
sua preparagao (Cheng et al., 1998). Nos espectros da Figura 11.22 comparou-se a incorporagao de
CO, em A2, A5 e HA da literatura (Oliveira, 2004) sintetizada com pH 10£1(B).

O uso de atmosfera controlada durante o processo de precipitagdo reduz significativamente o
contelido de carbonato no material (Cheng et al., 1998; Afshar et al., 2003). Neste estudo, todas as
amostras dos materiais CaP foram sintetizadas na presenca de ar do meio ambiente, o que explica a
presenga de CO..

Na Figura 11.23 a amostra A2 mostrou-se como uma hidroxiapatita carbonada, mesma constituicdo do
material natural de ossos e dentes (Jones, 2001; LeGeros, 2002). Seu espectro de FTIR pode ser
comparado ao de HAc e ao de HA da literatura (B), que também caracterizaram-se como
hidroxiapatita carbonada. As setas indicam os grupamentos funcionais onde foram notadas
diferengas entre os materiais, 0 que pode indicar mudangas nas suas caracteristicas.

Na Figura .24 pode ser observado o espectro de FTIR do material bifasico sintetizado neste estudo,
A5 (HAPBTCP), que pode ser comparado com um material CaP bifasico da literatura (B) (Oliveira,
2004), e com A2 (HAP). Os jons CO5? presentes em HAP nido se apresentaram no espetro de
HAPBTCP, provavelmente devido ao tratamento quimico com H3;PO,4 concentrado. Os ions Cog’2
foram substituidos por PO,

Os materiais CaP dopados com Zn podem ser analisados e comparados a materiais CaP néo
dopados com Zn na Figura 11.25. Os espectros de FTIR entre estas amostras ndao mostraram
diferengas significativas quando comparadas. Observou-se pequenas diferengas entre os espectros
de FTIR da Figura I1.25, como uma diminui¢cao de ions OH em A10 (HAPZn) quando comparado com
A2 (HAP), e um aumento destes ions em A11 (HAPBTCPZn) em relacdo a A5 (HAPBTCP). Estas
diferengas parecem nao ter tido significancia, ja que a auséncia de novas bandas absorvidas indicou
que nao aconteceram novas ligagdes no material dopado com Zn. Isto sugeriu, mais uma vez, a total
incorporagdo dos fons Zn*? nos materiais CaP.
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Figura 11.23 — Espectros de FTIR da amostra A2 de (HAP), HAc, e HA da literatura (Oliveira, 2004)
(B).
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Figura .24 — Espectros de FTIR de A2 (HAP), HABTCP da literatura (B) (Oliveira, 2004) e A5
(HAPBTCP).
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Figura I1.25 — Espectros de FTIR de A2 (HAP) e A10 (HAPZn), A5 (HAPBTCP) e A11 (HAPBTCPZn).

Neste estudo observou-se a presenga do Zn na estrutura de CaP, como nos recentes estudos
relatados na literatura a respeito desse processo (lto et al., 2000; Ito et al., 2002; Costa et al., 2004;
Miao et al., 2004; Sogo et al., 2004; Webster et al., 2004; LeGeros et al., 2005; Sogo et al., 2005; Wei
e Akink, 2005). Entretanto, ndo foi determinado o mecanismo pelo qual o Zn é incorporado a esta
estrutura. Pesquisas serdo necessarias para o entendimento deste mecanismo, bem como para
determinar as concentragdes de Zn ideais nos materiais CaP para serem considerados estimuladores
da proliferacao de células osteoblasticas. Para tal torna-se necessario repetir os métodos ja usados e

experimentar outros métodos de caracterizacéo.

Diante da andlise dos resultados dos pos sintetizados pode-se dizer que foram obtidos os materiais
HAP e HAPBTCP dopados e nio dopados com ions Zn*2. Sintetizou-se hidroxiapatita pura com uma
estrutura cristalina, quando se usou o tratamento térmico com resfriamento lento; e o material bifasico
(HAPBTCP) quando, além do tratamento térmico com resfriamento lento, acrescentou-se a variavel
tratamento quimico com acido ortofosférico concentrado. HAP apresentou razéo Ca/P préxima a 1,67,
mostrando-se maior que a da hidroxiapatita comercial (Hac) analisada neste estudo, considerada
hidroxiapatita pura. Considerando-se que a razdo molar Ca/P diminui em fungédo da diminuigdo da
concentragao de Ca e P na amostra e que sua dissolugdo aumenta com a diminuigao da razao Ca/P,
supde-se que a capacidade de dissolugéo dos p6s de HAP é menor em relagdo a HAc, hidroxiapatita
célcio-deficiente encontrada na literatura e HAPBTCP; e, entre as amostras dos pés sintetizados nao

dopados com zinco, supde-se que a capacidade de dissolugdo dos materiais mostrou a seguinte
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ordem crescente: A5 > A2 > A3 (Tabela 11.3). Quanto a capacidade de dissolu¢gdo dos materiais
dopados com zinco em relag@o aos nao dopados, A11 mostrou-se igual a A5 e foi maior comparada a
A3; e entre os materiais dopados com Zn*?, A11 foi maior que A10 (Tabela I1.3). Assim, pode-se dizer
que a presenga da fase BTCP e a presenga de Zn tornaram os materiais mais propensos a uma maior
solubilidade em relagdo a hidroxiapatita pura sintetizada neste estudo.

Os materiais fosfatos de calcio podem ser sintetizados por processos simples que, associando
varidveis de sintese, resultam em diferentes materiais, com propriedades especificas para sua
aplicagdo como um biomaterial, ou associado a outros materiais que possam melhorar suas
propriedades.
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A segunda etapa deste trabalho encontra-se em evidéncia no fluxograma apresentado na Figura I11.1

e corresponde ao Capitulo IIl.

Fosfato de Calcio (CaP)

5

=> Sintese de CaP

=> Sintese de CaPZn

=> Caracterizacdo de CaP e CaPZn

\V4

Colageno (COL)

It

=> Coleta de Pericardio bovino (PB)
=> Caracterizacao de PB

=> Preparo de colageno tipo | (COL)
=> Purificagao de COL

=> Caracterizacao de COL

\/

Compésito CaP/COL

|1—> => Preparo dos compdésitos:
CaP/COL - CaPZn/COL - CaP/COL/Zn

=> Caracterizagdo dos compdésitos

=> Avaliagado da biocompatibilidade in vitro dos compésitos

Figura lll.1 — Fluxograma das etapas realizadas no desenvolvimento do trabalho, com evidéncia da

segunda etapa.
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1 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

1.1 MATERIAIS

1.1.1 Materiais usados na obtencao de colageno:

Todos os solventes, reagentes, materiais, ferramentas e equipamentos utilizados na obtengdo do
colageno foram especificados neste item, denominado Materiais.

acetona P. A., Vetec® Quimica Fina LTDA;

- acido acético glacial 100%, CH3COOH - Merck® IndUstrias Quimicas LTDA;

- &cido cloridrico P.A. 36,5 — 38%, HCI - Vetec®;

- &cido sulfarico 95 — 99%, H,SO, — Vetec®;

- adjuvante completo de Freund, lote 102 K8930 - Sigma®;

- adjuvante incompleto de Freund, lote 62 K8928 - Sigma"®;

- agitador de baixa velocidade — modelo M71735, Roto Mix®, do Laboratério de Imunologia e
Bioprodutos, do Departamento de Pesquisa e Desenvolvimento (DPD) da Fundacdo Ezequiel Dias
(FUNED);

- agitador de tubos — Minishaker MS1, IKA®, do Laboratério de Imunologia e Bioprodutos, DPD —
FUNED;

- agitador de tubos AP 56 - Phoenix®, do Laboratério de Imunologia e Bioprodutos, DPD — FUNED;
- agitador giratério - Glas-Col®, do Laboratério de Imunologia e Bioprodutos, DPD — FUNED;

- agitador magnético e aquecedor — CERAMAG Midi, IKA®, do Laboratério de Imunologia e
Bioprodutos, DPD — FUNED;

- 4gua destilada, destilador da Area Multifins, do Departamento de Pesquisa e Desenvolvimento
(DPD) da Fundacéo Ezequiel Dias (FUNED);

- albumina bovina (BSA) — pureza 98%, pH 7,0 — ICN Biomedicals®;

- alcool ISO-propilico P.A., C3HgO — Vetec®;

- anti-IGg de camundongo conjugado com peroxidase, anticorpo desenvolvido em coelho, lote
034H8814 - Sigma®;

- balanca analitica — Modelo AB204, Mettler Toledo, da Area Multifins, DPD — FUNED;

- balanca analitica — Modelo PM4000, Mettler, da Area Multifins, DPD — FUNED;

- capela de exaustao - Polyscience®, do Laboratério de Biologia Molecular IIl, DPD — FUNED;

- carbonato de sédio, Na,COs; - Sigma®;

- centrifuga de eppendorf — modelo 5415C, Centrifuge, do Laboratério de Biologia Molecular I,
DPD - FUNED;

- centrifuga J2 — MC, Beckman, da Area Multifins, DPD — FUNED;
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- cloreto de potéassio, KCI - Sigma®;

- cloreto de sédio, NaCl P.A. - Vetec®;

- colageno tipo | de pele de bezerro, soltvel em &cido, lote 101K7025 - Sigma®;

- condutivimetro CD-20 - Digimed®, da Area Multifins, DPD — FUNED;

- conjugado IgG de camundongo anti-IgG de coelho ligado a peroxidase, produto n° A-2028, lote
034H8814 - Sigma®;

- dicromato de potéassio, K,Cr,O; — Isofar® P.A. (A.C.S.) Industria e Comércio de Produtos
Quimicos LTDA;

- dimetilaminobenzaldeido, DAB;

- eppendorfs; peneira de plastico de malha fina; pinga de Teflon; pingas e tesouras cirdrgicas;
pipetas Pasteur; placas de vidro; tubos Falcon; tubos plasticos para coletor;

- formaldeido, HCHO - Labsynth®;

- freezer — modelo 260, CCE®, do Laboratério de Imunologia e Bioprodutos, DPD — FUNED;

- freezer biolégico - Bio-Freezer®, Modelo 8523, Forma Scientific®, da Area Multifins, DPD —
FUNED;

- funil de Biichner e funil de vidro sinterizado Pirex®, do Laboratério de Imunologia e Bioprodutos,
DPD — FUNED;

- glicerina bi-destilada U.S.P., C3Hs(OH); - LabSynth® Produtos para Laboratério LTDA;

- glicina P.A., H,NCH,COOH -

- hidroxido de sodio P.A., NaOH - Vetec®;

- indicador universal de pH 0-14 em tiras — Merck®;

- liofilizador - Edwards® do Laboratério de Enterotoxinas, DPD — FUNED;

- medidor de pH DMPH-2 - Digimed®, da Area Multifins, DPD — FUNED;

- membrana de nitrocelulose - Sigma®

- metanol absoluto - Sigma®;

- minipipetas e ponteiras para minipipetas - Finpipette Digital®, do Laboratério de Imunologia e
Bioprodutos, DPD — FUNED;

- miniprocessador de alimentos — HC 21 Black & Decker®;

- nitrato de prata 99,97%, AgNO; - Sigma®;

- nitrogénio liquido;

- padréo de proteinas de alto peso molecular SDS-7B, lote 125 H9408 - Sigma®;

- papel celofane;

- pepsina 1:10.000 — Vetec®;

- pericardio bovino coletado no abatedouro FRICON, Contagem — MG;

- peréxido de hidrogénio P.A., H,O, - Vetec®;

- persulfato de amdnio, PSA, (NH;)2S,0s, Vetec®;

- refrigerador — modelo R310, Eletrolux®, do Laboratério de Imunologia e Bioprodutos, DPD —
FUNED;
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- resina DEAE-sepharose (dietilaminoetil ligado a sepharose) CL-6B — Pharmacia Biotech®;

- ringer lactato de sédio, Ringer lactato - Laboratério Sanobiol® LTDA;

- sacos para didlise de membrana de celulose, didmetro 27 mm, capacidade 175 mL/t - Sigma®

- sistema de cromatografia liquida de baixa presséo - Pharmacia®, do Laboratério de Imunologia e
Bioprodutos, DPD — FUNED;

- software Gel — Pro Analyser® versao 4.0 para Windows 95/NT, Media Cybernetics, do Laboratério
de Imunologia e Bioprodutos, DPD — FUNED;

- software Sigma Plotf® versdo 4.0 para Windows, SPSS, do Laboratério de Imunologia e
Bioprodutos, DPD — FUNED;

- solugao salina tamponada com fosfato, PBS;

- substrato enzimatico orto-fenilenodiamino, OPD;

- tartarato de sodio P.A. - Labsynth®;

- TEMED, N,N,N’,N"-tetrametiletilenodiamina, (CH3),NCH,CH,N(CHa),, - Sigma®;

- tris (hidroximetil) amino metano, Tris Base, 99,9%, C4H{{NO3, - Sigma®;

- triturador Ultra-Turrax T25 - Janke & Kunkel IKA®, acoplado com lamina UT — Dispersing Tool
T25 IKA®, do Laboratério de Biologia Molecular 1ll, DPD — FUNED.

- TSE,

- tween 20, polioxietilensorbitano ou monolaurato - Labsynth®;

- uréia P.A., H,NCONH,, ACS ( de acordo com American Chemistry Society) F. Maia® Industria e
Comércio LTDA.

1.1.2 Materiais e equipamentos utilizados na caracterizacao do colageno:

- aparelho de fluorescéncia de raios-X PW 2400 — Phillips®, do Laboratério de Analise por Raios-X ,
DEMET/EE - UFMG;

- difratdmetro, modelo PW1710 - Philips®, do Laboratério de Raios-X , DEMET/EE - UFMG;

- equipamento para eletroforese — Modelo 1000/500 — Bio-Rad®, do Laboratério de Imunologia e
Bioprodutos, DPD — FUNED.

- equipamento para Western Blot — Sistema Mini Bio-Rad®, do Laboratério de Imunologia e
Bioprodutos, DPD — FUNED;

- espectrofotdmetro de absorgdo atdmica, modelo Aanalyst 300 — Perkim-Elmer®, do Laboratério
de Analises Quimicas, DEMET/EE - UFMG;

- espectrofotdmetro de infravermelho, modelo Paragon 1000 — Perkim-Elmer®, do Laboratério de
Materiais Ceramicos, DEMET/EE — UFMG;

- espectrofotdmetro de UV/visivel, modelo Ultrospec 1000 - Pharmacia Biotech®, da Area Multifins,
DPD — FUNED;

- lupa estereoscopica modelo Steni SV8 — Zeiss®, acoplada com maquina fotografica, modelo

M35W — Zeiss®, do Laboratério de Metalografia e Tratamentos Térmicos, DEMET/EE - UFMG;
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- microscépio biolégico, modelo CH30 — Olympus®, acoplado com sistema de exposicdo
automaética para fotomicrografia, modelo PM-104K3 - Olympus®, LASMAT — DEMET/EE-UFMG;
- microscopio eletronico de varredura, modelo JSM - 6360 LV — JEOL®, acoplado com

espectrdmetro de energia de raios-X (EDS) modelo Quest — Thermo Noram®, do Laboratério de
Microscopia Eletronica, DEMET/EE — UFMG.

1.2 COLETA DE PERICARDIO BOVINO (PB)

O colageno foi extraido do saco pericardico bovino. O PB intacto foi coletado manualmente, de
animais machos em idade de abate, 18 a 24 meses, em abatedouro, sob condigdes higiénicas. O
saco pericardico foi separado na altura dos vasos da base do coracao e foi lavado abundantemente
em agua corrente antes de ser dissecado. Em seguida, os tecidos adjacentes ao tecido conjuntivo
denso do pericardio como, tecido adiposo, conjuntivo frouxo e vasos sanguineos, foram removidos
com a utilizacdo das maos, pingas e tesoura cirargica. O PB foi lavado com solugao de Ringer lactato
por duas vezes. O tecido foi cortado em retalhos, aproximadamente quatro a cinco centimetros de
largura por 15 centimetros de comprimento, com uma tesoura cirurgica, no sentido longitudinal para
preservar a arquitetura natural de suas fibras. Depois de retirado o excesso da solugao de Ringer
lactato, através de lavagens com agua destilada, os retalhos foram acondicionados em frascos de
vidro esterilizados e vedados, contendo glicerina bidestilada em quantidade suficiente para manté-los
submersos. O tecido permaneceu na glicerina a temperatura ambiente até a data de andlise, nao
ultrapassando trés meses. Durante todo o procedimento de manuseio do PB usou-se luvas, mascara

e 6culos de protegao.
1.3 CARACTERIZAC}AO DE PB

1.3.1 MEV/EDS

Retalhos de PB medindo aproximadamente 1 X 1 mm foram imersos em agua desionizada por 30
min, sob leve agitagdo e, em seguida, tratados com concentragdes crescentes de solugdes de
acetona:

- acetona 50% por 15 min;

- acetona 70% com duas trocas por 15 min cada uma;

- acetona 95% com duas trocas por 15 min cada uma;

- acetona 100% com trés trocas por 15 min cada uma.

As amostras de PB desidratado foram recobertas com uma fina camada de Au e analisadas no
microscépio eletrdnico de varredura acoplado com equipamento de EDS, através da incidéncia de um
feixe de elétrons primarios de 15 keV.
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1.3.2 FTIR

Amostras de PB desidratado, cortadas em fragmentos de 0,5 cm?, foram secas em estufa a 60°C
durante 60 min. As amostras foram trituradas em gral de agata, manualmente, e 0,002 g da amostra
de PB triturado foram misturadas em 0,2 g de brometo de potassio (KBr). As amostras de PB dispersa
em KBr foram colocadas diretamente no porta-amostra do espectrofotdmetro de infravermelho e os
espectros de FTIR foram obtidos com 32 varreduras, no intervalo entre 400 a 4000 cm™, com
resolucao de 4 cm” e unidades de absorbancia (abs). O procedimento foi realizado em duplicata.

1.4 PREPARACAO DE COLAGENO TIPO | (COL)

O excesso de glicerina do PB foi removido, inicialmente pressionando cada tira de PB entre os dedos
com luvas, puxando-os no sentido de baixo para cima, e depois lavando-as abundantemente com
agua destilada. Em seguida, o PB foi picotado em pedagos de aproximadamente 1 X 1 cm com
tesoura cirtrgica. O material foi mantido totalmente imerso em 300 mL de solugdo de hidroxido de
sddio (NaOH) 0,1 M, em um frasco plastico vedado, em refrigerador a temperatura de 4°C por 48 h.
Misturas ocasionais foram realizadas durante este tempo. A solugao de NaOH foi retirada usando um
funil de Blchner forrado com filtro de papel com o auxilio de vacuo fraco. O residuo foi lavado e
filtrado com agua destilada trés vezes consecutivas e vertido em um becker, que foi imerso em
recipiente com gelo. O material foi processado no triturador Ultra-Turrax, transformando-se em uma
pasta com a medida de pH = 12.

Pepsina, 21,45 g, foi solubilizada em 300 mL de acido cloridrico (HCI) 10 mM. A solugao foi vertida
sobre 429 g de PB, misturando manualmente com uma espatula de plastico. A proporg¢éao pepsina:PB
usada foi 1:20 (peso seco:peso Umido em g). A mistura inicial apresentou pH 9,0 e foi ajustado para
pH 2,0, gotejando solugdo de HCI concentrado, sob agitacdo magnética. A mistura foi mantida
durante a noite a 4°C, e a seguir foi centrifugado a 10.000xg por 20 min a 4°C (£1°C). O
sobrenadante foi coletado e armazenado em recipiente plastico escuro a 4°C. Por mais duas vezes, o
mesmo residuo de PB foi novamente submetido a digestao péptica e centrifugado como ja descrito no
procedimento anterior. Os sobrenadantes foram coletados e armazenados a 4°C.

Os sobrenadantes foram misturados e no volume total (2,08 L) foram adicionados uréia (H;NCONH,)
e cloreto de sédio (NaCl) para atingir concentragéo aproximada de 2 M (249,85 g) e 50 mM (6,08 g)
respectivamente. O pH foi ajustado para 8,2 com Tris 1 M, sob agitagdo magnética. A mistura foi
mantida a 4°C e denominada colageno bruto (COL bruto). Aliquotas da amostra, 15 mL, foram

congeladas a temperatura de 18 a 20 °C em freezer biologico.
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1.5 PURIFICAC}AO DE COL
O COL bruto foi purificado pela cromatografia liquida de troca i6nica.
1.5.1 Primeiro estagio

Varios procedimentos foram realizados para a padronizagdo de um método para purificagdo do COL
bruto.

1.5.1.1 Caracterizacao do COL bruto

Amostras de COL bruto foram diluidas em agua destilada nas razdées: 1:2, 1:10, 1:50 e

1:100. A proteina foi submetida a leitura da absorbancia no comprimento de onda de 260 a 280 nm e
caracterizada pelo método do gel de poliacrilamida-dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE). Diferentes
composigoes de solugdo tampao (tampao de amostra) especificas para uso nas amostras a serem
caracterizadas por este método foram testadas:

- tampéo de amostra 2X concentrado sem redugao;

- tamp&o de amostra 2X concentrado com redugéo, contendo mercaptoetanol.
1.5.1.2 Selecao da matriz para a coluna de cromatografia

A resina DEAE-sepharose (dietilaminoetil-sepharose) CL-6B (DEAE) foi selecionada para
preenchimento da coluna de cromatografia, de acordo com trabalhos de purificagdo encontrados na
literatura. O volume da coluna foi determinado pelo emprego da férmula de célculo do volume de um

cilindro:
V = R*h (eq. 1I.1)

onde,

V = volume,

R? = raio interno da coluna ao quadrado,
h = altura da coluna.

1.5.1.3 Determinacao do pH

O pH adequado a ser usado na cromatografia de troca iénica foi determinado, experimentando quatro
diferentes pH: 6,8; 7,4; 8,2; e 10,0. A solugdo tampéao (ST) foi preparada com Tris-HCI 40 mM e foram
adicionados H,NCONH, e NaCl para atingir concentracdo aproximada de 2 M e 50 mM
respectivamente. O pH de quatro diferentes ST foi controlado gotejando solugdo de HCI 1 M, sob
agitagdo magnética. Para o controle do pH da DEAE, quatro volumes desta resina, 25 mL cada,
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dessa resina foram totalmente imersos em ST com os diferentes pH, durante a noite a 4°C. Amostras
de COL bruto foram dialisadas contra ST com os pH ja citados durante 24 h, com trés trocas da
solugdo. Assim, quatro volumes de resina DEAE e quatro amostras de COL bruto foram obtidas e
equilibradas nos diferentes pH: 6,8, 7,4, 8,2 e 10,0.

1.5.1.4 Procedimentos de purificacao

A resina DEAE pH 6,8 foi centrifugada a 1000xg durante 15 min a 4°C e foi lavada e filtrada por
quatro vezes com 100 mL de ST a cada lavagem, no filtro do funil de vidro sinterizado, sob vacuo
leve. Em um tubo Falcon, 5 mL da amostra de COL bruto pH 6,8 foram misturados com 20 mL de
resina DEAE pH 6,8, no agitador rotatério por 40 min. A mistura foi centrifugada 500xg por 30 min a
4°C. O sobrenadante foi coletado e reservado a mesma temperatura. Prosseguiu-se com lavagens da
DEAE com 100 mL de ST pH 6,8 por quatro vezes, e depois com uma lavagem da DEAE com 30 mL
de ST pH 6,8 acrescida de NaCl 1 M, no filtro do funil de vidro sinterizado. Todas as lavagens foram
coletadas separadamente e armazenadas a 4°C e submetidas a leituras da absorbancia no
comprimento de onda de 226 nm, no espectrofotobmetro. Posteriormente essas amostras foram
caracterizadas por SDS-PAGE.

Os mesmos procedimentos foram aplicados aos materiais com os pH 7,4; 8,2; e 10,0.

1.5.1.5 Defini¢do da concentragao da solugao eluente

A DEAE foi equilibrada no pH 10,0, e 10 mL desta resina foi centrifugada a 1000xg por 15 min a 4°C,
com 5 mL de COL bruto pH 10,0. A resina com COL foi colocada no funil de Blichner forrado com
filtro de papel e foi lavado sucessivamente com solu¢des de concentragées diferentes de NaCl: 0,10
M, 0,15 M, 0,25 M, 0,50 M, 0,75 M e 1,0 M. As solugdes foram coletadas separadamente e
submetidas a leitura no espectrofotbmetro, no comprimento de onda de 226 nm e caracterizadas por
SDS-PAGE.

1.5.2 Segundo estagio

De acordo com os resultados dos experimentos determinados no primeiro estégio, foi realizada a
purificagdo do COL bruto no sistema de cromatografia liquida de baixa pressao.

1.5.2.1 Preparacao da solucao tampao (ST) e da solucao eluente (SE)

HCI concentrado foi usado para obter-se o pH 10,0 de 2 L de uma solugao de Tris 40 mM. A esta
solugdo acrescentou-se NaCl 50 mM (58,50 g) e uréia 2 M (249,85 @), sob agitagao magnética, até a
mistura apresentar-se transparente. A forga ibnica desta solugéo, em torno de 4,75 mS/cm, foi medida
no condutivimetro usando-se a solugao de cloreto de potassio (KCI) 0,01 M, que apresenta a
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condutividade de 1.413 yS/cm como padrdao a temperatura de 26°C. A ST foi mantida a 4°C. A
solugao para realizar a eluigdo da proteina adsorvida na resina foi preparada com 2 L de ST pH 10,0
acrescida de NaCl 0,25 M (29,25 g).

1.5.2.2 “Empacotamento” da coluna para cromatografia de troca i6nica

O volume de 50 mL de DEAE foi preparado com sua total imersdo em ST pH 10,0 durante a noite a
4°C. A coluna foi preenchida, aos poucos, com DEAE, usando-se 400 mL de ST pH 10,0 através da
tubulacdo do sistema de cromatografia, até sua total compactagdo. Ap6s o “empacotamento”, a
coluna foi mantida a 4 °C.

1.5.2.3 Procedimentos de purificagcao

A coluna foi mantida a temperatura ambiente e, depois, com o fluxo de 2 mL/min no sistema de
cromatografia, foi equilibrada com 500 mL de ST pH 10,0. A parte superior da coluna foi aberta e 3
mL da amostra de COL bruto pH 10,0 foram misturados, vagarosamente, com a resina, usando uma
espatula de plastico. DEAE + COL bruto foi homogeneizada em um agitador giratério, com velocidade
20, por 40 min. De volta ao sistema de cromatografia a resina foi lavada com 400 mL de ST, usando o
mesmo fluxo anterior. O COL adsorvido na DEAE foi eluido com 200 mL de SE, com fluxo de 2
mL/min. Apés eluigdo da amostra a resina foi lavada com 100 mL de solugdo de NaCl 2 M, seguida
da lavagem com 400 mL de solugao de alcool ISO-propilico 30% e com 200 mL de agua destilada,
usando fluxo de 5 mL/min para cada uma das solugoes.

As amostras foram coletadas separadamente, submetidas a leitura no espectrofotdbmetro a 226 nm, e
mantidas a 4°C para serem caracterizadas por SDS-PAGE.

1.5.2.4 Dialise e concentracao das amostras

Apéds a identificacdo das fragcdes coletadas que continham o COL, as amostras foram dialisadas
contra solugdo salina tamponada com fosfato (PBS) 0,001 M, em sacos para dialise de membranas
de celulose, por 16 h, a temperatura de 4°C, sob agitagdo magnética lenta. A solugao de didlise foi
renovada neste intervalo de tempo por trés vezes.

As amostras dialisadas foram congeladas em nitrogénio liquido e mantidas a temperatura de "80°C
em freezer biolégico até o momento de serem concentradas no aparelho liofilizador, onde

permaneceram por 36 h.
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1.6 IMUNIZAGAO DE CAMUNDONGOS

Uma amostra de 1 mg de coldgeno bovino tipo | comercial (ColC) foi preparada com sua diluigdo em
1 mL de acido acético (CH3COOH) 0,1 M a temperatura ambiente por trés horas. Com o acréscimo da
solugao de tris-HCI 1,0 M conseguiu-se o pH 8,0 da amostra de ColC, observado com indicador
universal de pH em forma de tiras. Uma emulsao foi preparada adicionando-se, através de vigorosa
mistura, 1,1 mL de adjuvante completo de Freund em 1,0 mL de ColC pH 8,0.

No dorso de sete fémeas de camundongos com peso de 18 a 22 g (Fig. 11l.2A) foi inoculado, por via
subcutanea (Fig. 111.2B), aproximadamente 100 pL da emulséo, no intervalo de quatro semanas. Na
primeira dose da inoculagdo usou-se adjuvante completo de Freund, e nas trés doses seguintes o
adjuvante incompleto de Freund. Os animais foram sangrados depois de uma semana apos a ultima
inoculagéo. O sangue coletado permaneceu 60 min a temperatura ambiente e, apds esse periodo, foi
armazenado, durante a noite, a 4°C. Os soros foram coletados e centrifugados 100xg por 15 min, em
centrifuga para eppendorf, a 4°C, e foram novamente coletados. Em seguida, aliquotas de 100 yL

foram separadas e armazenadas a 20°C.

Figura lll.2 — Fotografias das fémeas de camundongos (A) usadas para inoculagao subcutanea de
ColC no seu dorso (B - seta), durante quatro semanas

1.7 CARACTERIZACAO DE COL

1.7.1 MLT

Amostras dos colagenos foram colocadas sobre uma placa de vidro, cobertas por uma Iaminula de
vidro e analisadas por MLT.
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1.7.2 Dosagem de proteina

Inicialmente, obteve-se uma estimativa da quantidade de proteina da amostra de COL bruto através
da leitura de absorbancia no espectrofotébmetro UV/visivel. O célculo aproximado da concentragdo de
proteina (mg/mL) foi estabelecido pela equagao (Coperland, 1994):

(1,55 x Aggo) — (0,76 x Aggp) (eq. 1.2

onde,
Aogo € a leitura da absorbancia da amostra no comprimento de onda de 280 nm;
Ao € a leitura da absorbancia da amostra no comprimento de onda de 260 nm.

Nos procedimentos do primeiro e segundo estagios de purificagdo do COL bruto, as amostras
coletadas foram submetidas a dosagem de proteinas pela medida espectrofotométrica da
absorbancia a 226 nm (Haralson e Hassel, 1995) em cuba de quartzo com capacidade de 1 cm3. As

leituras da ST e SE foram usadas como “branco”.

As amostras de ColC e o COL bruto apés purificado e liofilizado (COL) foram diluidas em solugédo de
CH3COOH 0,01 M na proporgao de 1 mg de proteina/1 mL de acido. A quantificagéo de proteina nas
amostras foi determinada por meio de dois métodos:

método de Lowry (Lowry et al., 1951) - amostras de ColC e COL foram usadas na concentragao
de 40 pg/mL e a albumina bovina foi usada como padrao. Cada uma das amostras foi analisada em
duplicata.

método do coeficiente de extingdo — amostras de ColC e COL foram submetidas a leitura no
espectrofotémetro usando comprimento de onda de 276 nm (ExPaSy, 2004). A razdo entre a medida
obtida e o coeficiente de extingdo do colageno tipo | bovino encontrado na literatura (ExPaSy, 2004)

foi realizada para quantificar a proteina nas amostras.

1.7.3 Eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE)

As amostras de COL bruto foram caracterizadas através de eletroforese em gel de poliacrilamida, 5
cm x 85 cm x 0,5 mm, com a presenga de dodecilsulfato de s6dio (SDS). As concentragbes
empregadas para os géis de separacao foram de 7,5% e 12%, sendo preparados, de acordo com sua
concentragao, com volumes distintos de solugao estoque de poliacrilamida 30% (29,2g de acrilamida
e 0,8g de metil acrilamida em 100 mL), Tris-HCI 1 M pH 8,8, SDS 10% e agua destilada. A
concentragao usada para o gel de empilhamento foi de 4%, sendo preparado com solugao estoque
de acrilamida, Tris-HCI 1 M, pH 6,8, SDS 10% e agua destilada. A reagao de polimerizagdo dos géis
foi iniciada adicionando-se persulfato de aménio (PSA) e N,N,N’,N’-tetrametiletilienodiamina (TEMED)
nas concentragdes finais de 0,1% (p/v) e 0,1% (v/v), respectivamente.
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As amostras foram diluidas em tampao de amostra sem redugao, concentrado duas vezes, com SDS
2%, e foram homogeneizadas e aquecidas em banho-maria durante 3 min.
Os padrdes de proteina usados foram:
padrdo de alto peso molecular contendo uma mistura de: a-macroglobulina (193000 Da), B-
galactosidase (112000 Da), frutose-6-fosfato quinase (86000 Da), piruvato quinase (70000 Da),
fumarase (57000 Da), desidrogenase latica (39500 Da) e tirosefosfato isomerase (36000 Da);
conjugado IgG de coelho - anti-IgG de carneiro (135000 Da);

Os volumes de 3 plL do padrao de proteina e de 10 a 30 pL ( das amostras de COL foram aplicados
no gel. O gel de poliacrilamida foi imerso em solugao tampéao de corrida para eletroforese (Tris/glicina
0,125 M contendo SDS 0,1%) e foi submetido a 200 V constante de corrente elétrica por
aproximadamente 40 min, no equipamento para eletroforese.

O método de coloragao pela prata foi usado para visualizagao e identificagdo das bandas de proteina
no gel. Apos a eletroforese, o gel foi fixado em uma solugao de metanol 30% (v/v), acido acético 10%
(v/v) e agua destilada 50% (v/v) por 5 min. Ap6s este periodo, o gel foi lavado em agua destilada por
5 min. Adicionou-se uma solugao de dicromato de potéssio (K,Cr,O), contendo 100 mg/100 mL de
agua destilada e 28 pyL de HNOg, durante 5 min. O gel foi lavado novamente como ja citado acima, e
em seguida, foi acrescentada uma solugao de nitrato de prata (AgNO3), contendo 200 mg/ 100 mL de
agua destilada, que agiu no gel por 20 min na auséncia de luz. Lavou-se, rapidamente, o gel com
agua destilada e uma solugao de 3g de carbonato de sodio (Na,COz) em 100 mL de agua destilada, e
50 pL de formaldeido (HCHO), foi acrescentada ao gel até o aparecimento de cor. A reagao foi
interrompida com a solugéao fixadora contendo acido acético (CHz;COOH) 1%.

O gel foi lavado com agua destilada, e sua secagem foi realizada colocando-o entre duas folhas de
papel celofane, sob pressao, em uma placa de vidro, por aproximadamente trés dias.

As amostras de COL e as amostras COL ap0s a liofilizagao foram caracterizadas, usando o0 mesmo
processo ja descrito de SDS-PAGE. As concentragdes do gel foram de 12% (p/v) para separagéo e
4% (p/v) para empilhamento. O ColC, 1 g, foi diluido em 1 mL de CH3COOH 1% (p/v) e foi usado
como controle de pureza. Usou-se também um padrao de proteinas de alto peso molecular.

1.7.4 Western Blotting

Dois géis idénticos foram preparados por SDS-PAGE com as amostras de COL. Um dos géis foi
revelado pelo método de coloragdo pela prata e o outro foi usado para verificar a reatividade
imunolégica do soro de camundongo imunizado através da técnica Western blotting. O gel e uma
folha de nitrocelulose com, aproximadamente, as mesmas dimemsdes do gel foram imersos em
solugdo tampao de transferéncia pH 8,3, contendo 14,42 g/L de glicina, 3,03 g/L de Tris, 200 mL de
metanol e agua destilada, por 30 min.
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No prendedor apropriado, “cassete”, do equipamento para Western blotting, montou-se um
“sanduiche”, colocando-se alternadamente pedagos de espuma, filtro de papel, o gel, a folha de
nitrocelulose, e novamente, filtro de papel e espuma. Depois de colocada a folha de nitrocelulose
passou-se 0s dedos levemente sobre ela para fazer o seu contato com o gel e, a0 mesmo tempo,
retirar bolhas de ar que possam ter acumulado entre eles. Usou-se luvas durante todo o
procedimento. O “sanduiche” foi montado em um recipiente com volume de tampéo de transferéncia
suficiente para manté-lo submerso. O “cassete” foi fechado, com cuidado, para nao ocorrer
deslocamento das camadas do “sanduiche”, e foi montado adequadamente na cuba do equipamento
de eletroforese. No interior da cuba foi adaptado um recipiente com gelo para evitar aquecimento
excessivo. A cuba foi preenchida com solugdo tampao de transferéncia e o sistema foi ligado a fonte
de 100 V de tensao elétrica por 60 min. Assim, procedeu-se a transferéncia das bandas de proteina

do gel para a folha de nitrocelulose.

Com o término da transferéncia, a folha de nitrocelulose foi bloqueada em solugao de PBS 0,1 M e
Tween-20 1% (v/v) durante 60 min. Em seguida, lavou-se trés vezes consecutivas, por 5 min cada,
com solugdo de PBS Tween-20 0,05% (v/v). Uma solugdo com 60 pyL de soro de camundongo
imunizado e 12 mL de PBS Tween-20 0,05% foi usada por 60 min. Lavou-se trés vezes por 5 min
cada lavagem e prosseguiu-se com o uso de uma solugdo de 3,8 pyL de conjugado IgG de
camundongo - anti-lgG de coelho e 15 mL de PBS Tween-20 0,1% durante 60 min. Depois foram
realizadas mais trés lavagens consecutivas, 5 min cada, com solugdo de PBS Tween-20 0,05%. A
quantidade de 10 mg de dimetilaminobenzaldeido (DAB) foi pesado, dissovido em 1 mL de Tris 1 M
pH 8,0 e acrescentado a 19 mL de agua destilada. Esta solugao foi filtrada em papel filtro e nela foi
adicionada 5 pyL de agua oxigenada (H.O,). Em um agitador de baixa velocidade esperou-se o
aparecimento de cor. A reagdo foi interrompida lavando-se a folha de nitrocelulose com agua
destilada, que em seguida foi seca a temperatura ambiente.

1.7.5 Determinacao do peso molecular

Os pesos moleculares dos componentes presentes na proteina foram calculados a partir da
caracterizagdo no gel de poliacrilamida do padrdo de alto peso molecular e da amostra de COL,
utilizando o software Gel — Pro Analyser.

1.7.6 EDS

Amostras de ColC, COL bruto e COL liofilizado foram recobertos com uma fina camada de Au e a
andlise elementar semiquantitativa das amostras foi obtida, através do aparelho de espectroscopia
dispersiva por dispersdo de energia de raios-X (EDS) acoplado ao microscopio eletrénico de
varredura, usando feixe de elétrons primarios de 15 KeV.
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1.7.7 MEV

As mesmas amostras usadas para analise de EDS foram recobertas novamente com Au para anélise
de sua estrutura e obtengao de fotomicrografias, no microscopio eletrdnico de varredura, através da
incidéncia de um feixe de elétrons primarios de 10 KeV.

1.7.8 FTIR

Amostras liofilizadas (0,002 g) de ColC, COL bruto e COL foram maceradas em 0,2 g de KBr. Os
espectros FTIR das amostras de colageno em KBr foram obtidos com 32 varreduras, no intervalo
entre 400 & 4000 cm’, com resolucio de 4 cm' e unidades de absorbancia (abs), no

espectrofotdmetro de infravermelho.
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2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1 PERICARDIO BOVINO (PB)

Na manipulagdo do PB, foram tomadas precaugdes especiais de protecédo, pela possibilidade de ser
uma fonte potencial de infecgdo. O Brasil foi classificado, em 2003, por missdo Européia de
especialistas em encefalopatia espongiforme bovina (EEB), como um pais altamente improvavel
(risco 1) de apresentar a ocorréncia dessa doenga, também conhecida como “doenga da vaca louca”
(Pituco e Stefano, 2004). Entretanto, a ocorréncia desta doenga e de outras doencas infecciosas
transmissiveis ao homem ndo devem ser descartadas. Alguns outros cuidados, como a
armazenagem do PB em (licerina bidestilada e temperatura de 4°C para realizagdo dos
procedimentos, foram essenciais para evitar crescimento bacteriano ou microbacteriano e para
manter a forma nativa do colageno neste tecido.

2.2 CARACTERIZACAO DE PB
2.2.1 MEV/EDS

As caracteristicas analisadas nas micrografias de MEV do PB, ap6s desidratagao e recobrimento com
Au, estdo de acordo com relatos de outros autores (Zioupos et al., 1992; Langdon et al. 1999;
Brendolan et al., 2004; Vulcani, 2004), que também observaram o PB como uma estrutura fibrilar
densa, no microscépio eletrbnico de varredura. As fibras apresentaram-se com determinado
paralelismo e mostraram ondulagdes no seu sentido longitudinal (Fig. Ill.3A). A orientagdo dominante,
porém nao muito organizada, das fibras do PB seguem a diregéo circunferencial do saco pericardico
(Fig. Il.3A e Fig. lll.4A). O PB apresentou-se como uma estrutura anisotrépica, e o aspecto
enovelado de suas fibras é caracteristico da estrutura de um polimero (Fig. [11.3B), sugerindo a
presenca de colageno.

Os espectros de EDS (Fig. 111.3B) apresentaram a presenga dos elementos Carbono (C) e Oxigénio
(O) na estrutura do PB. Observou-se grande intensidade do pico correspondente ao C presente na
amostra, de um modo geral, caracteristica marcante dos materiais organicos. Os picos de baixa
intensidade correspondentes ao Au mostraram a presenga de tragos do recobrimento metalico
aplicado na amostra para torna-la condutora de elétrons.
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Figura IlIl.3 — Micrografia de MEV da estrutura densa de PB desidratado, com ondulagbes paralelas
de suas fibras no sentido longitudinal; aumento de 2000X, 15 KeV (A); espectro de EDS com andlise
semiquantitativa dos elementos (C e O) constituintes do PB desidratado (B).

Figura lll.4 — Micrografias de MEV da estrutura anisotrépica de PB com suas fibras seguindo uma
orientagdao dominante, ndo muito organizada, aumento de 5000X, 15 KeV (A); aspecto enovelado das
fibras, em maior aumento, da area demarcada em (A), aumento de 20000X, 15 KeV (B).

222 FTIR

O espectro de FTIR obtido para a amostra de PB esta representado na Figura 11l.5. Observou-se
picos tipicos de absorgdo na regido da amida | em 1690 cm™ devido ao estiramento da carbonila,
ligagdo C = O, e amida Il em 1561 cm™' devido as vibracdes da ligacdo N — H e ao estiramento C — N.
Picos correspondentes a anéis pirrolidinicos apareceram em 1450 cm™ e em 3077 cm™ devido as
ligagbes C — H. Também observou-se o pico correspondente a absorgao na regido da amida Ill em
1251 cm™" devido ao estiramento da ligagdo C — N e a vibracdo da ligagdo N — H. No comprimento de
onda de 2952 cm™ foram observados picos correspondentes a fons OH das moléculas de H,O
estrutural e em 3328 cm™ correspondentes & presenca da banda do grupamento -NH da amida
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secundaria. O CO,, provavelmente formado devido a absorcdo de agua do meio ambiente
apresentou-se no comprimento de onda de 2361 cm™.
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Figura IlIl.5 — Representagéo grafica da estrutura quimica das amidas I, Il e Ill (A); espectro de FTIR
para PB desidratado com picos caracteristicos das amidas nas proteinas (B).

A Tabela Ill.1 mostra, resumidamente, as principais bandas e suas respectivas ligagdes vibracionais
dos grupos funcionais para proteinas encontradas na literatura. Observou-se a proximidade da
freqliéncia das bandas encontradas no espectro de FTIR do PB com as freqliiéncias encontradas na
literatura para proteinas, de um modo geral. No espectro do PB observou-se a regiao entre 800 e 600
cm™, que apresenta uma vibragdo de intensidade moderada, tipica de proteinas, corresponde a
deformacgao angular fora do plano da ligagdo N-H, que também é observado no trabalho de Payne e
Veis, 1988; Ogawa e Plepis, 2001

2.3 OBTENGAO DE COLAGENO TIPO | (COL)

A solugédo de NaOH solubiliza proteinas ndo colagenosas e exclui os efeitos de enzimas endégenas
no colageno (Nagai e Suzuki, 2002; Sato et al., 2003). Intimamente, junto ao tecido conjuntivo denso
do pericardio, foram encontrados outros tecidos, principalmente o adiposo. Para eliminar as proteinas
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nao interessadas, como por exemplo, lipideos, e a agdo das enzimas presentes no colageno, foi

necessario triturar o tecido para a agao eficiente da solugao de NaOH.

Tabela lll.1 — Bandas principais de infravermelho para proteinas e para PB desidratado e seus
respectivos grupos funcionais

Freqiiéncia (cm™) Freqiiéncia (cm™) Grupo funcional

(Proteinas) (PB)

3300 3328 N —H da amida Il

2952 OH' de H,0 estrutural
3063 e 1450 3077 e 1458 C — H do anel pirrolidinico
2336 — 2370 2361 CO, da atmosfera
1600 — 1700 1690 C =0 da amida |
1500 — 1559 1561 N —H da amida Il
Presenca de coigeno e
1242 — 1235 1241 N —H da amidal e ll; C— N da amida lll
600 - 800 600 - 800 Vibragao média tipica de proteinas

Fonte: Payne e Veis, 1988; Mantsch e Chapman, 1996; Liu et al., 1999; Ogawa e Plepis,
2001; Paula et al., 2002; Brendolan et al., 2004.

O colageno tipo | é constituido de polipeptideos em cadeias de tropocolageno, unidade estrutural
fundamental, com uma repetida seqiiéncia dos residuos de aminoacidos. Essas cadeias formam uma
estrutura tridimensional, com férmula molecular (a1), a2, arranjadas na sua maior parte em forma de
uma ftriple hélice, exceto os peptideos nas extremidades da proteina, denominados telopeptideos
(Viidick e Vuust, 1980; Yannas, 1996; Kumudinie e Premachandra, 1999; Bode, 2000). A pepsina
quebra as moléculas de colageno na regido dos telopeptideos, que contém reticulagao intermolecular
(Bet, 1995; Bode, 2000), tornando o colageno mais biocompativel. A forma de pasta do PB facilitou a
acao da pepsina no tecido. A digestao enzimatica solubilizou o residuo de PB, resultando em uma
solugdo turva e com alta viscosidade. Assim, houve a liberagdo do coldgeno de sua fonte natural,
obtendo-se, apds a centrifugacao, o extrato bruto do material. Neste foi adicionada solugao de uréia
(Nagai e Suzuki, 2002; Deyl et al., 2003; Sato et al., 2003), tornando as cadeias das fibras mais
lineares, e NaCl (Sato et al., 2003) para equilibrar a solugdo e ndo desnaturar a proteina.
Freqlientemente, sdo incluidos diversos aditivos no extrato bruto, com o intuito de evitar a
degradacao quimica ou enzimatica da proteina de interesse (Almeida e Kurtenbach, 2002). O pH do
COL bruto foi ajustado para 7,0 com o objetivo de desativar a pepsina.

A estimativa da concentragao de proteina no COL bruto foi de 4,59 mg/mL.
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2.4 PURIFICAGAO DE COL BRUTO E CARACTERIZAGAO POR SDS-PAGE

A purificagdo de uma proteina depende das caracteristicas do material de onde se deseja purificar a
proteina, as propriedades da prépria proteina e dos contaminantes presentes no extrato bruto.
Também depende de sua finalidade de uso, seja em humanos, ou para diagnéstico, ou para uso
veterindrio ou para processos analiticos na pesquisa. Existe a necessidade da purificagdo da
proteina, ja que a célula contém muitas proteinas diferentes, apresentando uma faixa bem ampla de
atividade bioldgica (Almeida e Kurtenbach, 2002). Neste trabalho a utilizagdo do colageno para o
desenvolvimento de um biomaterial exigiu determinado grau de pureza, pois a pretensdo para a sua
aplicagao final foi, justamente, a interagdo com o tecido bioldgico, com participacao direta na atividade
celular, promovendo a reparacao de tecidos 6sseos.

O planejamento de uma estratégia a ser utilizada, torna-se necessario antes de dar prosseguimento a
purificagdo da proteina a partir do extrato bruto definido. Deve-se considerar, além da estabilidade da
proteina, a aplicagdo final do produto, como ja citado, a eficiéncia do processo, a viabilidade
econOmica e a facilidade de produgdo (Ho et al., 2000). As cromatografias em coluna de gel, filtragao
ou adsorgao sao os sistemas mais usados para a identificacdo de proteinas (Deutscher, 1990). Na
cromatografia de troca ibnica, as matrizes (resinas) das colunas de adsorgdo possuem grupamentos
quimicos ionizados (carregados positivamente ou negativamente) responsaveis pela interagdo com a
proteina. Este tipo de cromatografia é classificado como um processo de baixo custo, levando-se em
consideragao os valores aproximados da coluna e dos acessorios empregados na técnica, perdendo
apenas para a cromatografia gel filtragdo (Almeida e Kurtenbach, 2002). Dessa maneira, de acordo
com as caracteristicas fisico-quimicas do colageno a cromatografia de troca idnica foi escolhida para
purificacdo do COL bruto, usando 50 mL da resina DEAE, que possui grupamento quimico carregado
positivamente, para preenchimento da coluna de cromatografia.

A otimizagdo de um protocolo de purificagdo envolve muita experimentagao do tipo tentativa e erro,
pois mesmo conhecendo as propriedades da proteina, é imprevisivel seu comportamento no decorrer
do processo de purificagdo. Mudangas na estrutura da proteina com alteragbes de suas
caracteristicas fisico-quimicas e modificagao ou perda de sua atividade bioldgica podem ocorrer. Até
mesmo a exposicdo a temperaturas moderadas, como 37°C, pode causar lenta e gradativa
desnaturacdo de algumas proteinas (Almeida e Kurtenbach, 2002). Portanto, a maioria dos
procedimentos de obtengao e purificagdo do COL bruto foram realizados a temperatura de 4°C. Na
primeira fase de trabalho foram realizadas varias experimentagdes para, a seguir, definir um

protocolo.

Para a caracterizagdo da amostra no gel de poliacrilamida, as vezes, é necessaria a sua diluigdo. As
diluicbes da amostra de COL bruto podem ser visualizadas através do SDS-PAGE mostrado na
Figura 111.6. A diluigdo intermediaria 1:50 (v/v) foi a que melhor identificou as bandas presentes na
amostra (Fig. Ill.6, canaleta 3A). Também, as vezes, € necessario o uso de agentes redutores para
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minimizar as condigbes oxidantes do meio (Deutscher, 1990). Um exemplo de agente redutor
bastante usado é o B-mercaptoetanol que desnatura a proteina, dando-lhe a forma primaria através
da quebra das ligagbes de sulfeto e facilitando a sua corrida no gel. Entretanto, o tamp&ao de amostra
concentrado duas vezes sem reducgdo, ou seja, sem a presenga de B-mercaptoetanol (Fig. 111.6,
canaleta 3A), foi suficiente para proporcionar a corrida da proteina no gel, que ja possuia uma forma
mais linear, provavelmente proporcionada pela presenca da solugdo de uréia, como também pelo
tratamento com SDS durante a eletroforese.

Em ambas as técnicas de eletroforese, a proteina é evidenciada por coloragdo com o corante Azul de
Coomassie, ou pela impregnagéo pela prata (Almeida e Kurtenbach, 2002). A técnica de coloragao
por Coomassie é considerada menos complicada que a impregnagao pela prata, entretanto, esta
Ultima possui maior sensibilidade, de 100 a 150X maior que a coloragao por Comassie, e € mais
usada para deteccado de contaminantes da amostra (Copeland, 1993).

Na literatura, as massas moleculares das cadeias al(l) e a2(l) possuem valores entre 112000 Da e
95500 Da respectivamente (Bet, 1995; Lacerda et al., 1998; Paula et al., 2002; Tonhi e Plepis, 2002;
Deyl et al., 2003; Sato et al., 2003). As bandas mais fortes do COL bruto foram visualizadas no gel
entre 0os pesos moleculares de proteinas padroes, 135000 Da da IGG de coelho com anti-IGG de
carneiro e 112000 Da da B-galactosidase (Fig. Il.7). Estas bandas ficaram proximas aqueles valores
descritos na literatura para as cadeias al e a2 tipicas do colageno tipo |. Também foram observadas
bandas mais fracas para componentes de massas moleculares inferiores a 112000 Da, que se
referem a contaminantes de baixa massa molecular (Fig. 11.7); e uma banda mais forte acima de
135000 Da, que, de acordo com resultados encontrados por Lacerda et al., em 1998, provavelmente

séo cadeias do tipo B, ou seja, duas cadeias a unidas (Fig. l11.7).

Para determinar o pH ideal a ser usado na purificagdo do COL bruto foi usada uma faixa que variou
do pH 6,8 até pH 10,0. O pH 6,8 foi escolhido por estar acima do pl do procolageno bovino tipo |, pl
6,36, (ExPaSy, 2004), carregando a amostra negativamente. O pH fisiolégico, pH 7,4, também foi
escolhido por ser considerado um bom ponto para otimizagdo de estudos (Copeland, 1994). O
colageno tipo | foi purificado através do uso de pH 8,2 nos protocolos de Haralson e Hassel, em 1995,
e relatados nos estudos de Sato et al., em 2003. Assim este pH também foi usado no trabalho para
estabelecer uma comparagdo. E experimentou-se o pH 10,0, que se encontra acima do ponto
isoelétrico (pl) das cadeias que formam a triple hélice do colageno bovino tipo |, pl de a1(l) = 9,25 e pl
de a2(l) = 9,23 (ExPaSy, 2004).
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Figura lIl.6 — Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS a 7,5%: amostras de COL bruto diluidas
(v/v) em tampao fosfato de sodio 0,1 M, pH 7,4 sem redugao (A) e com redugéo (B); padrdo de alto
peso molecular (P); diluicdo 1/2 (1); diluigdo 1/10 (2); diluigao 1/50 (3); diluigao 1/100 (4); diluigao

1/200 (5).
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Figura Ill.7 — Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS a 7,5%: padrdo de proteinas de alto
peso molecular (1); banda mais forte de IGG de coelho com anti-IGG de carneiro (135000 Da) (2);
pepsina (34700 Da) (3); COL bruto, diluigdo 1/2 (4); COL bruto, diluicdo 1/10 (5); COL bruto,
diluigdo1/50 (6).

Os resultados obtidos na metodologia da se¢do 1.5.1.5 sdo mostrados no gel da Figura 111.8, onde se
observam nas canaletas 1, 2, 3, e 4, os sobrenadantes coletados ap6s a centrifugagdo da DEAE com
as amostras de COL bruto pH 6,8, 7,4, 8,2 e 10,0, respectivamente. Nas canaletas 5, 6, 7 e 8 podem
ser observadas as lavagens da DEAE pH 6,8, 7,4, 8,2 e 10,0, respectivamente, com solugao de NaCl
0,1 M. Notou-se que o pH 10,0 mostrou um melhor comportamento, pois parte da proteina foi
adsorvida na DEAE (Fig. 111.8, canaleta 4), enquanto que com os outros pH a proteina apresentou-se
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no sobrenadante, ndo adsorvendo na DEAE (Fig. 111.8, canaletas 1, 2 e 3). A solugdo de NaCl usada
na DEAE pH 10,0 conseguiu eluir a proteina ali adsorvida, e as bandas caracteristicas de colageno
tipo | foram visualizadas no gel de poliacrilamida (Fig. II.8, canaleta 8).

Figura Ill.8 — Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS a 12%: aplicagdes dos sobrenadantes
coletados apés a centrifugagdo da DEAE com as amostras de COL bruto pH 6,8 (1), 7,4 (2), 8,2 (3) e
10,0 (4); aplicagbes de proteina eluida da DEAE pH 6,8 (5), 7,4 (6), 8,2 (7) e 10,0 (8), usando solugéo
de NaCl 0,1 M.

No pl a molécula possui carga neutra. Neste ponto acontece a maxima interacao eletrostatica entre
as moléculas de tropocolageno, fazendo com que a resultante de cargas na molécula seja igual a
zero (Piez, 1982). Quando o valor do pH encontra-se acima do valor do pl, as moléculas apresentam-
se carregadas negativamente, e com o valor do pH abaixo do valor do pl apresentam-se carregadas
positivamente (Fig. 111.9). Assim, pode-se dizer que o pH esta diretamente relacionado com o pl, e 0
controle deste pH torna-se necessario para o funcionamento eficiente da cromatografia de troca

ibnica.

O pH 10 da amostra de COL bruto mostrou melhor resultado, provavelmente, devido ao fato de ter
valor acima do pl das cadeias al e a2 do colageno bovino tipo I, tornando a amostra carregada
negativamente. Assim, quando as moléculas da amostra interagiram com a DEAE pH 10,0 carregada
positivamente, elas adsorveram na resina através de forga idnica (Fig. 111.9).

Na cromatografia de troca idnica, sdo usados sais para a eluigdo das proteinas retidas na coluna,
gradualmente e seletivamente. Através da passagem de solugdes com concentragdes diferentes ha
uma competicdo pela ligagdo da proteina com os grupamentos quimicos da resina (Almeida e
Kurtenbach, 2002). Os resultados obtidos das leituras de absorbancia das solugdes de eluicdo do
COL na DEAE com concentracoes diferentes de sal, NaCl 0,10 M; 0,15 M; 0,25 M; 0,50 M; 0,75 M e
1,00 M, foram 0,378; 0,132; 0,129; 0,120; 0,154; 0,074; respectivamente, e podem ser observados no
grafico da Figura 111.10.
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Figura lIl.9 - Esquema do grupamento quimico da DEAE, carregada positivamente e de aminoacidos
que formam a molécula de colageno, carregada negativamente pelo controle do pH com valor acima
do pl das cadeias a1 e a2 do colageno bovino tipo |; interagdo das moléculas da amostra de COL
bruto pH 10,0 com a DEAE pH 10,0 através de interacao eletrostatica.
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Figura l1.10 — Grafico da leitura de absorbancia, no comprimento de onda de 226 nm, das solugdes
de lavagem da DEAE + COL bruto, com concentragdes diferentes de NaCl.
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Apbés a lavagem de mesmos volumes de DEAE contendo COL bruto, dentre as diferentes
concentragbes de NaCl usadas, a SE contendo NaCl 0,10 M foi suficiente para eluir a proteina
adsorvida na resina. Desta maneira, a SE de menor concentracao de sal, teve forga i6nica suficiente
para romper apenas as ligagbes formadas entre os grupamentos da DEAE e o COL, eluindo a
proteina de interesse, o COL. Isto determinou o uso de NaCl 0,10 M para eluicdo da proteina,
contribuindo também para uma menor contaminagao da amostra com o sal. Entretanto, uma pequena
quantidade de NaCl na amostra purificada € interessante para a preservagao da proteina.

As ligagbes de amidas dos peptideos mostram atividade Optica no comprimento de onda de 250 a
190 nm no espectrofotémetro UV/visivel (Copeland, 1994). A leitura da absorbancia no comprimento
de onda de 226 nm ¢ indicada para identificar a presenga de colageno tipo | e tipo Ill nos protocolos
de obtengao e purificagéo desta proteina (Haralson e Hassel, 1995). A leitura da absorbancia a 226
nm foi um indicativo direto da presenga de colageno nas amostras.

Considerando os resultados obtidos anteriormente, foi possivel definir o protocolo final para a
purificacdo de 3 mL de COL bruto por meio de cromatografia de troca ibnica, observando os passos
citados a seguir:

A preparar, inicialmente, as solucdes:

> 1 L de solugdo tampao (ST) com Tris base 0,04 M (4,85 g) e gotejar HCI concentrado, sob
agitacdo magnética, até obter pH 10,0; acrescentar a solugdo NaCl 0,05 M (2,93 g) e uréia 2 M
(120,12 g), sob agitagdo magnética, até a mistura apresentar-se transparente; medir a condutividade
da ST, que deve ficar em torno de 4,75 mS/cm;

> 300 mL de solucdo eluente (SE), usando 300 mL de ST acrescida de NaCl 0,10 M (1,76 g); medir
a condutividade da SE, que deve ficar em torno de 24,8 mS/cm;

> 300 mL de solugao para limpeza (SL) da coluna com NaCL 1M (17,55 g);

> 400 mL de solugao para regeneracgao da coluna (SR) com etanol 70% ou alcool isopropilico 30%;

> manter as solugdes em geladeira (4°C);

B seguir os passos de C a H apenas na primeira purificagao, apds esta passar direto ao passo |;

C calcular o volume da coluna para cromatografia de troca idnica (V = TR%h);

D preparar a resina para preenchimento da coluna de cromatografia, misturando, no presente estudo,
50 mL de resina DEAE sepharose CL 6B (DEAE) com ST até sua total imersdo e manté-la a 4°C,
durante a noite;

E retirar DEAE da geladeira e manter a temperatura ambiente antes do uso;

F ligar o sistema de cromatografia liquida de baixa pressao e passar dgua destilada pela tubulagédo
para verificar vazamento;

G preencher, aos poucos, a coluna com DEAE imersa em ST;

H passar 8X o volume da coluna de ST pH 10 através da tubulacdo do aparelho de cromatografia até
a total compactacédo da DEAE na coluna;

| equilibrar a coluna totalmente preenchida com a DEAE com 10X o volume da coluna de ST pH 10,
usando fluxo de 5 mL/min;



114

> coletar em um recipiente para descarte (lixo);

J abrir parte superior da coluna e colocar 3 mL de COL bruto pH 10,0, misturando-o, vagarosamente,
com a DEAE, usando espatula de plastico;

K selar as bordas da coluna com para-flme e homogeneizar o COL bruto e DEAE no agitador
giratorio, com velocidade 20, por 40 min;

L lavar coluna com 8X o volume da coluna de ST pH 10, usando fluxo de 3 mL/min;

> coletar no lixo e reservar;

M eluir a proteina adsorvida na DEAE com 4X o volume de coluna de SE pH 10, usando fluxo de 3
mL/min;

> coletar fragbes de 3 mL de solugdo em tubos de plastico adaptados no coletor do sistema de
cromatografia;

N lavar DEAE com 4X o volume da coluna de SL, usando fluxo de 5 mL/min;

> coletar no lixo;

O lavar DEAE com 8X o volume da coluna de SR, usando fluxo de 5 mL/min;

> coletar no lixo;

P lavar DEAE com 4X o volume da coluna de agua destilada, usando fluxo de 5 mL/min;

> coletar no lixo;

Q manter a coluna a temperatura de 4°C para novo uso.

A cada vez que a amostra de COL bruto foi purificada, procedeu-se a sua caracterizagdo através de
eletroforese. Os resultados obtidos, ap6és a aplicagdo do protocolo de purificagdo, podem ser
analisados nos cromatogramas apresentados a seguir, que sempre apresentaram o mesmo padréo.
Os cromatogramas foram tragados através do software Sigma Plot, utilizando as leituras de
absorbancia a 226 nm, obtidas das solug¢des coletadas durante o processo de purificagao.

Resultados da purificagdo do COL bruto com SE NaCl 0,25 M, SE NaCl 0,15 M e SE NaCl 0,10 M, e
sua caracterizagdo através de eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS, encontram-se nos
cromatogramas e géis das Figuras Ill.11, 111.12, 111.13, respectivamente.

A Figura Ill.11 representa graficamente todo o processo de eluigdo. Usou-se NaCl 0,25 M para
eluicao de COL,.desde a lavagem da resina ap6s sua mistura com COL bruto, até a lavagem de
limpeza com NaCl 1 M. Depois da aplicagao de ST, de SE, e de SL, foram coletadas fragdes de 3 mL
das solugdes. O pool destas fragdes foi caracterizado por SDS-PAGE.

O tampao de lavagem inicial da resina + COL bruto remove os restos celulares e proteinas que nao
foram adsorvidos na resina (Almeida e Kurtenbach, 2002). A aplicacdo no gel do pool de fragbes
coletadas na lavagem da DEAE com ST (Fig. lll.11A pool a) mostrou que nas fragdes iniciais nao
houve praticamente nenhuma eluigéo de proteina e contaminantes (Fig. 11l.11B canaleta 1), sugerindo
que todo o conteldo da solugao de COL bruto ficou adsorvido na resina. Com a aplicagao da SE, a
forga ibnica da solugdo de NaCl 0,25 M foi capaz de romper a ligagdo da DEAE com o COL, e esta
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proteina foi eluida, formando o primeiro pico significativo visualizado no cromatograma (Fig, Ill.11A).
No gel observou-se que as bandas referentes ao COL foram eluidas nas primeiras frages deste pico
(Fig. Ill.L11B canaleta 2). O segundo pico relevante observado no cromatograma formou-se apés a
aplicagao de SL (Fig. Ill.L11A). Uma concentragdo maior de sal, NaCl 1 M, foi necessaria para
eliminacdo dos contaminantes que permaneceram adsorvidos na resina, como foi visualizado no gel
(Fig. 1.L11B canaletas 3 e 6). Amostras dos pools ¢ (Fig. Ill.L11A) podem ser observadas nas
aplicagbes das canaletas 4 e 5 do gel (Fig. Ill.L11B). As fragbes destes pools mantiveram a
absorbancia em torno de 0,9 a 0,8 até que zerou depois de determinado tempo (Fig. lll.11A).
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Figura Ill.11 - Cromatograma das leituras de absorbancia no comprimento de onda de 226 nm das
fragbes coletadas (e) durante o processo de purificagao; aplicagdo da ST, da SE NaCl 0,25 M, e da
SL (setas verticais); pools (a, b, ¢, d) das fragbes coletadas apds aplicacao de ST, SE e SL (setas
horizontais) (A); gel de eletroforese com aplicagao dos pools a, b, d, ¢, ¢, d nas canaletas 1, 2, 3, 4, 5,
6 respectivamente (B).

Apés a limpeza da coluna com SL, foi usada a solugao de alcool ISO-propilico para remover possiveis
proteinas hidrofébicas, lipoproteinas e lipideos fortemente aderidos na resina. Logo depois, a resina
foi lavada, de trés a quatro vezes o seu volume, com agua desionizada. Com este procedimento de
limpeza, indicado pela Pharmacia, s.d., a resina foi limpa e regenerada para um novo uso, evitando o
seu entupimento e contaminagao para futuras purificagoes.

Na Figura 11l.12 observa-se o pico formado apds a aplicagao da SE NaCl 0,15 M e a caracterizagédo
de suas fragdes através do gel de poliacrilamida. A concentragdo menor de sal na SE proporcionou a
formagao de um pico mais definido (Fig. Ill.12A). As amostras de cada uma das fragdes deste pico
foram aplicadas nas canaletas do gel de mesmo nimero, que mostrou bandas mais fortes de COL
nas fragbes iniciais do pico (Fig. I1l.12B). Uma diminui¢do da concentragdo de SE formou um pico
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onde se observou que suas fragbes mostraram a presenga de bandas caracteristicas de COL tipo |
(Haralson e Hassel, 1995; Nagai e Suzuki, 2002; Deyl et al., 2003; Sato et al., 2003). As bandas de
COL localizaram-se entre bandas do padrao de proteina com pesos moleculares préximos aos pesos
moleculares das bandas de COL relatados na literatura (Bet, 1995; Lacerda et al., 1998; Paula et al.,
2002; Tonhi e Plepis, 2002).
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Figura lll.12 - Cromatograma das leituras de absorbancia no comprimento de onda de 226 nm das
fragdes coletadas (e) durante a aplicagdo da SE NaCl 0,15 M (seta) (A); gel com aplicagdo nas
canaletas 2, 3, 4, 5 e 6 das fragbes coletadas 2, 3, 4, 5 e 6 correspondentes ao pico formado na

eluigdo da proteina (B).

O uso da SE NaCl 0,10 M definiu ainda mais o pico formado na eluicdo do COL (Fig. lll.13A). As
leituras da absorbancia a 226 nm das fragdes finais apds a formagéo do pico permaneceram em torno
de 0,2 a 0,3. Estas leituras mostraram-se mais préximas de zero do que aquelas encontradas com o
uso de SE NaCl 0,25 M e SE NaCl 0,15 M. A caracterizacdo em gel das fragcdes coletadas (Fig.
[11.13B) mostrou o mesmo resultado observado com o uso de SE NaCl 0,15 M (Fig. 111.12B). No gel
observou-se a semelhanga das bandas do COL eluido neste estudo (Fig. IIl.12B, canaletasde 2a 6 e
Fig. 11.13B canaletas de 3 a 7) com as do ColC usado como padrao de pureza (Fig. 111.13B, canaleta
1), e com a caracterizagdo por SDS-PAGE de colageno tipo | encontrado na literatura (Mukherjee e
Sen, 1991; Nagai e Suzuki, 2002; Paula et al, 2002; Sato et al, 2003; Vulcani, 2004). O
cromatograma obtido para o COL seguiu 0 mesmo padrao de outros cromatogramas para as cadeias
a do colageno tipo | encontrados na literatura (Haralson e Hassel, 1995; Nagai e Suzuki, 2002).
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Figura lll.13 - Cromatograma das leituras de absorbancia no comprimento de onda de 226 nm das
fragcdes coletadas (e) durante a aplicacdo da SE NaCl 0,10 M (seta) (A); gel com aplicagdo nas
canaletas 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 8 do padrao de pureza (1), do padrao de peso molecular (2), e das
fragbes coletadas 3, 4, 5, 6, 7 e 8 correspondentes ao pico formado na elui¢éo da proteina (B).

A fase final da purificagdo de COL incluiu a dialise e liofilizagao para retirar os contaminantes que
ainda estavam presentes na amostra. Apds o procedimento de purificagdo do COL bruto, formou-se
um pool das fragdes que continham COL, identificadas na caracterizagao por SDS-PAGE. O pool foi
submetido a dialise em membranas com porosidade inferior ao tamanho da proteina. O objetivo da
dialise foi excluir sais ou outras moléculas nao volateis da solugao protéica (Almeida e Kurtenbach,
2002). A permeabilidade das membranas de didlise faz com que moléculas pequenas do material
contido no seu interior passem através dos poros para a solugao tampao em que foram imersos. Com
o tempo, acontece um equilibrio entre as solugdes interna e externa (Copeland, 1994).

A liofilizagao da solugdo de COL dialisado permitiu a retirada de contaminantes volateis (Almeida e
Kurtenbach, 2002). O método consistiu no congelamento da solugao de proteina para que depois o
solvente pudesse ser sublimado pela aplicagao de vacuo (Copeland, 1994).

2.5 CONCENTRACAO DE COL

O COL apés liofilizagao apresentou a concentragdo de 0,23 g/mL, obtida pelo método de Lowry e
variou de 0,90 a 0,33 mg/mL considerando os coeficientes de extingdo da cadeia a2 (l) e de 0,58 a
0,24 mg/mL considerando os coeficientes de extingdo da cadeia a1 (l) do colageno tipo | bovino
encontrado na literatura. Considerou-se a menor concentragdo encontrada pelo coeficiente de
extingdo, 0,23 mg/mL, que coincidiu com a concentragdo encontrada pelo método de Lowry. A



118

concentragao encontrada para o ColC, pelo método de Lowry, foi de 0,50 mg/mL, quando usada a
proporgao indicada pelo fabricante para sua solubilizagdo, 1mg/1 mL de CH;COOH 0,1 N.

O COL e o ColC foram aplicados para caracterizagao por SDS-PAGE na concentragdo de 0,5 mg/mL.
Na Figura 1ll.14 observou-se a presenga de bandas de alto peso molecular e a maior clarificagdo do
COL, quando comparado com o COL bruto (aplicagido da canaleta 7). O COL liofilizado (aplicagao da
canaleta 3) mostrou uma maior concentragdo de proteina, quando comparado com aplicagbes de
fragbes isoladas (aplicagbes da canaleta 4, 5, 6). O COL (aplicagbes da canaleta 3, 4, 5, 6) mostrou
aspecto similar ao colageno bovino tipo | comercializado, o ColC (aplicagdo da canaleta 2). A
localizagdo das bandas do COL mostrou-se proxima aquela localizagéo das bandas de colageno tipo
| encontrada na literatura, quando observado os pesos moleculares das bandas do padrao de
proteinas (aplicagdo da canaleta 1).

3 4 5 6
' ¥ 4_ [
P

1 2

Figura Ill.14 — Eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% de COL: padrdo de alto peso molecular
(1); colageno bovino tipo | comercial, ColC (2); COL puro liofilizado (3); fracbes de COL durante a
purificagao (4, 5, 6); extrato de COL bruto (7).

2.6 WESTERN BLOTTING

Na figura Ill.15 observou-se a transferéncia das bandas de COL para a folha de nitrocelulose, que
ficou corada nos locais correspondentes a presenca das bandas no gel. Este cromégeno usado
reagiu com a peroxidase do conjugado produzido em coelho anti-lgG de camundongo, que por sua
vez ligou-se ao anti-colageno tipo | produzido pelo camundongo, caracterizando COL (Fig. 111.15B)
como colageno tipo I, semelhante ao colageno bovino tipo | encontrado no comércio, ColC (Fig.
[lI.L15A). A técnica Western blotting € amplamente usada para analise de proteinas. As proteinas
imobilizadas em membrana de nitrocelulose podem ser detectadas através do uso de enzimas ligadas
a anticorpos, que sao visualizadas por substrato cromogénico (Chu et al, 1988; Copeland, 1994).
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Figura lll.15 — Western blotting de Colc (A), e COL (B); padrao de peso molecular (P).

2.7 DETERMINAGCAO DO PESO MOLECULAR

As massas moleculares das bandas de COL foram calculadas com base na curva de calibragado do
padrdao de peso molecular, utilizando o software Gel — Pro Analyser. A Figura IIl.16A representa a
curva do padrao de peso molecular (A) e a curva do peso molecular das bandas de COL (A) tragadas
a partir da caracterizacao no gel de poliacrilamida do padrao de alto peso molecular (Fig. 111.15B,
canaleta 1) e da amostra de COL (Fig. 11l.16B, canaleta 2). Observou-se que a massa molecular das
bandas de COL localizou-se na area de maior valor de peso molecular da curva padrao.

Algumas bandas localizaram-se na area de 193000 Da da curva padrdo, e apresentaram pesos
moleculares de 191720, 173560 e 161340 kDa. Duas bandas de maior intensidade, provavelmente
correspondentes as cadeias al e a2 do colageno tipo |, apresentaram-se com pesos moleculares de
125380 e 117330 Da, respectivamente. Outra banda de intensidade significativa foi observada com
uma massa molecular estimada de 173560 Da, provavelmente referente as cadeias do tipo B, duas
cadeias a unidas (Bet, 1995; Lacerda et al, 1998; Pari e Venkateswaran, 2003). Mais duas bandas
foram detectadas, mas de menor intensidade, uma com peso molecular de 108850 Da e outra com
55279 Da.

Os pesos moleculares relatados na literatura para as cadeias a1 e a2 do colageno tipo | obtido por
tratamento alcalino com o auxilio do DMSO, sdo de menor valor que os pesos moleculares
encontrados neste estudo (Tabela I1.2). Na técnica de extragdo do colageno com auxilio de solvente
organico em meio alcalino ocorre a hidrélise seletiva de grupos carboxiamidas dos residuos de
asparagina e glutamina. H&4 uma diminuicdo da intensidade das interagdes eletrostaticas, hidrofobicas
e pontes de hidrogénio, isto facilita a solubilizagdo do colageno derivando pesos moleculares
menores (Goissis et al.,, 1996). O método de solubilizacdo enzimatica envolve a remocédo de
telopeptideos, aumentando a fragdo de colageno sollvel. Isto pode explicar o maior peso molecular
encontrado para COL. Pode néo ter ocorrido uma extensiva degradagao ou solubilizagdo da matriz
nas condi¢gbes usadas, o que também é sugerido por Lacerda et al, 1998. Outra explicagdo é que
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mesmo sendo colageno tipo |, estas proteinas podem apresentar pequenas diferengas em sua
estrutura, de um tecido para outro do mesmo animal, ou entre mesmos tecidos de animais diferentes.
Conseqlientemente isto acarretard em pesos moleculares diferentes. A caracterizagao da proteina em
géis de poliacrilamida de concentragdes diferentes também contribuem para a diferenciagao do peso
molecular, devido ao tamanho da abertura da malha do gel utilizado.

20

10

Absorbancia (abs)

193 112 86 70 57 39 36

Peso molecular (kDa)

Figura ll.16 — Representagao grafica da curva do padrdao de peso molecular (a) e da curva do peso
molecular das bandas de COL (b) (A), calculadas a partir da caracterizagao no gel de poliacrilamida
do padrao de alto peso molecular (canaleta 1) e da amostra de COL (canaleta 2) (B); bandas com
pesos moleculares de 125380 e 117330 Da de COL correspondentes as cadeias a1 e a2 tipicas do
colageno tipo I.

Tabela lll.2 — Pesos moleculares das cadeias a1 e a2 tipicas do colageno tipo | determinados
por diferentes métodos de solubilizacao.

Metqqo dg Matéria prima Pe.so molecular (I?a) Iftef_erenlc.la
solubilizacao cadeia a1 cadeia a2 Bibliografica
Enzimatico PB 125380 117330 Presente estudo
(pepsina)
DMSO em meio : 98000 95500
alcalino Serosa bovina Bet, 1995
DMi%slmomelo Serosa suina 104000 98000 Lacerda et al, 1998
DMSO em meio  gq1054 suina 100500 98100 Paula et al., 2002
alcalino
DMSa%EI?:]omeIO Serosa suina 112000 106000 Tonhi e Plepis, 2002
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2.8 MLT

Na microscopia de luz transmitida as amostras de ColC mostrou-se como uma membrana densa,
onde observou-se a presenga de algumas fibras (Fig. lll.17A). O COL apresentou-se como uma
estrutura fibrilar menos densa (Fig. 111.17B) e, com um maior aumento, suas fibras mostraram-se
translucidas (Fig. l11.17C).

Figura lll.17 — Fotografias de MLT das amostras de ColC, com aumento de 100X (A); e das amostras
liofilizadas de COL, com aumento de 100X (B), e de 400X (C).

2.9 MEV/EDS

As micrografias de MEV sugerem a semelhanga da estrutura observada no COL (Fig. 11.18A e 18C),
quando comparada com a estrutura do ColC (Fig. 111.18B e 18D). As micrografias de PB, que se
caracterizaram pela orientacdo paralela de suas fibrilas entrecruzadas (Fig. Ill.18E e 18F) sugerem
uma completa remodelagéo do arranjo das fibras colagenas na estrutura de COL.

O aspecto fibrilar observado no PB transformou-se em uma estrutura amorfa (Fig. Ill. 19A), onde se
observou uma estrutura composta de fitas (Fig. 11.19B). Em determinadas areas observou-se a
presenga de nanofibras desorganizadas (Fig. II1.19C e D), e areas que sugeriram uma estrutura de
aspecto esponjoso (Fig. lll.19E) com poros irregularmente distribuidos e interconectados (Fig. Ill.19F).

Em vérios estudos de preparagao e caracterizagdo por MEV de colageno tipo | concluiu-se que o
padrao fibrilar caracteristico do material nativo da lugar a uma estrutura do tipo lamelar,
provavelmente como resultado de um novo padréao de balango de forgas hidrofilicas e hidrofébicas no
interior da matriz (Bet, 1995; Lacerda et al., 1998; Goissis et al., 1999a; Pieper et al., 1999; Rocha,
2000; Vulcani, 2004). Os resultados presentes neste estudo também suportaram esta concluséo.
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a1t amad

Figura 1lIl.18 — Micrografias de MEV da estrutura de COL (A) com aumento de 1000X, e (C) com
aumento de 5000X; e de ColC (B) com aumento de 200X, e (D) com aumento de 2000X; da estrutura
de PB com aumento de 5000X (E), e com aumento de 2000X (F); 15 keV.
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Figura Ill.19 — Micrografias de MEV da estrutura amorfa de COL, aumento de 200X (A), com
aparéncia de fitas desorganizadas, aumento de 500X (B); de areas com presencga de nanofibras (C e
D), aumento de 1.200X e 15.000X, e de areas com estrutura de aspecto esponjoso (E e F), aumento
de 600X e 700X; 15 keV.
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Os espectros de EDS de COL mostraram a presenga de picos de alta intensidade sugerindo alto
contetdo de carbono (C), picos de menor intensidade correspondentes a presenca de pequenas
quantidades de Na e Cl, e picos de baixa intensidade correspondentes a tragos de elementos na
constituicdo das amostras, como no estudo de Andrade et al., em 2004. Na Figura 11l.20A pode ser
analisado o EDS padrao para as amostras de COL, comparado com o EDS de ColC, (Fig. 20B) e com
0 da matéria prima PB (Fig. 20C).

A presenga de NaCl no colageno proporciona equilibrio de sua estrutura, contribuindo para que nao
haja a desnaturagao da proteina. Entretanto, a presenca de quantidades maiores de NaCl, bem como
de outros elementos, na constituicdo do colageno contribui para a contaminagdo do material. A
caracterizagdo por MEV/EDS foi determinante para observagao da pureza do COL. Micrografias de
MEV mostraram a contaminagdo por NaCl das amostras de COL liofilizadas, antes de serem
submetidas ao procedimento de diélise (Fig. 11l.21A e 21B), e apds a didlise (Fig. Ill.21E). Os
respectivos espectros de EDS podem ser analisados antes (Fig. [11.21C e 21D) e ap6s a dialise (Fig.
[.21F).

210 FTIR

O espectro de FTIR da amostra de COL bruto (Fig. Il.22A) pode ser comparado com o espectro de
PB quimicamente tratado com solugdes de acetona (Fig. 111.22B). Apés a digestdo enzimatica nao se
observou a absorgao de novas bandas na analise do espectro, quando comparado com o espectro da
estrutura nativa de PB. As bandas de COL bruto mostraram-se mais definidas que o PB,
principalmente na regido de 1653 cm™ devido a ligacdo C = O referente ao estiramento da carbonila
da amida Il; em 1535 cm™' devido a ligagdo N — H das amidas I; e em 1458 cm”' devido a combinacao
das ligagdes N — H e C — N atribuidas a presenga de absorgao da amida II; e na regido entre 800 e
600 cm™ e 1126 cm” que apresenta uma vibragdo de intensidade moderada, tipica de proteinas,
correspondente a deformacao angular fora do plano da ligacdo N-H da amida Il (Pavia et al., 1996;
Payne e Veis, 1988; Ogawa e Plepis, 2001).

Na Figura I11.23 podem se visualizados os espectros de FTIR de COL (a) e de COL bruto (b), apds
sua purificagéo e liofilizagao. Observou-se que a absorgao das bandas de COL foi mais intensa nas
regides referentes as ligacdes N — H do grupo -NH, da amina primaria, em 3357 € 3328 cm™; C = O
em 1664 cm™;N—Hem 1609 cm™;e C—Ne N—H em 1454 cm™ e 1413 cm™, respectivamente. No
espectro de FTIR de COL também se observou bandas absorvidas nas freqiiéncias correspondentes
a aneis pirrolidinicos de prolina e hidroxiprolina, caracteristicas que, associadas a absorgcdo das
bandas das amidas, sugeriram a presencga de coldgeno, como relatado por Liu et al., 1999, Ogawa e
Plepis, 2001, Paula et al., 2002.
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Figura IlI1.20 — Espectros de EDS de PB desidratado (A), COL (B) e ColC (C).
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Figura Ill.21 - Micrografias de MEV das amostras de COL liofilizadas, antes do procedimento de

dialise (A e B), e apos a didlise (E); espectros de EDS de COL antes (C e D) e apéds a dialise (F);

cristais de sal na superficie do COL (B - circulos) detectados no EDS como Na e ClI (D).
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Figura lll.22 — Espectro de FTIR de COL bruto (A) e PB (B).
As bandas analisadas nos espectros de COL evidenciaram a presenga das amidas I, Il e Il

importantes grupos funcionais nos organismos vivos, que ligam os aminoacidos entre si para formar
as proteinas (Solomons, 1982) (Fig. Ill.23A). Na Figura 111.23B pode ser observada a representagao
gréfica da estrutura quimica da seqiiéncia de aminoacidos que formam a cadeia a da molécula de
colageno tipo I: glicina, prolina e hidroxiprolina (Viidik e Vuust, 1980;Ten Cate, 1994; Yannas, 1996;
Dornelles, 2003) com a presenca de ligagbes amidicas entre elas. Os resultados deste estudo
sugeriram a eliminagdo de contaminantes desde a obtengdo de COL bruto do pericardio bovino até a
obtencdo de uma proteina pura com evidéncias das bandas de absorgao caracteristicas do colageno
tipo | (Fig. I1.23C).

O espectro de FTIR do COL pode ser comparado ao espectro do colageno comercial, ColC, utilizado
neste estudo como padrdo de pureza (Fig. 111.24). Os espectros mostraram-se similares, a nao ser
pela absorgdo de mais algumas bandas no espectro de ColC, ndo observadas no COL,
correspondentes a ligacdo C = O do grupo funcional -COOH em 1725 cm™, 1711 cm™ e 1691 cm™,

de acordo com Mantsch e Chapman, em 1996.
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Figura 1l.23 — Representagdo grafica da estrutura quimica de amidas (A) e da seqiéncia de
aminoacidos que formam a cadeia a da molécula de coldgeno tipo I: glicina, prolina e hidroxiprolina
(B); espectro de FTIR de COL com as ligagdes quimicas referentes aos grupos funcionais presentes e
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O colageno obtido neste estudo foi caracterizado como colageno bovino tipo | puro pelos vérios
métodos de caracterizagdo utilizados. Esta proteina foi obtida de pericardio bovino, matéria prima
economicamente acessivel, através de um método simples adequado para sua purificacdo, que
podera ser aplicado a sua producdo em grande escala. Apdés a obtengdo do COL sentiu-se a
necessidade de aprimoramentos em alguns estagios do seu processamento, como por exemplo, a
obtengédo de melhor rendimento final, bem como a utilizagdo de novas técnicas de caracterizagéao,
como métodos para a determinacdo de sua concentragdo. Desta maneira, este material podera
adequar as suas expectativas de uso na area da engenharia de tecidos, principalmente associado a

outros biomateriais.
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CAPITULO IV — COMPOSITOS FOSFATOS DE CALCIO/COLAGENO

A terceira etapa deste trabalho encontra-se em evidéncia no fluxograma apresentado na Figura IV.1 e
corresponde ao Capitulo IV.

Fosfato de Calcio (CaP)

5

=> Sintese de CaP:
- HAP e HAPBTCP

=> Sintese de CaPZn

=> Caracterizacao de CaP e CaPZn

\VA
Colageno (COL)

I

=> Coleta de Pericéardio bovino (PB)
=> Caracterizacao de PB

=> Preparo de colageno tipo | (COL)
=> Purificagdo de COL

=> Caracterizacao de COL

\/

Composito CaP/COL

b

=> Preparo dos compdsitos:
- CaP/COL - CaPZn/COL - CaP/COL/Zn

=> Caracterizacao dos compositos

=> Avaliacdo da biocompatibilidade in vitro dos compositos

Figura IV.1 — Esquema das etapas realizadas no desenvolvimento do trabalho, com evidéncia da
etapa referente ao capitulo V.



131

1 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

1.1 MATERIAIS

1.1.1 Materiais e equipamentos usados na sintese e na avaliacao da biocompatibilidade dos
compositos:

- 4cido acético glacial 100%, CH;COOH, Merck®;

- agitador magnético com controle de temperatura, Fisatom® , LASMAT, DEMET/EE-UFMG;

- BCIP-NBT - 5-bromo 4-cloro 3-indolilfosfato p-toluidina - Nitroblue tetrazélio cloridrico;

- balanca eletronica analitica, modelo Q-500L210C - Quimis®, LASMAT, DEMET/EE-UFMG;

- barras magnéticas, beckers, laminas e laminulas de vidro, frascos plasticos esterilizados,
LASMAT, DEMET/EE-UFMG;

- CaP (amostras A3 e A5 - sintese R1 - capitulo Il);

- CaPZn (amostra A10 e A11 - sintese R3 - capitulo Il);

- células osteoblasticas primarias de calvaria de ratos Wistar neonatos, do Laboratério de
Imunologia e Bioquimica, Departamento de Imunologia e Biogquimica, Instituto de Ciéncias Bioldgicas
ICB/UFMG;

- COL (colageno bovino tipo | puro liofilizado - capitulo 111);

- colagenase - Boehringer®;

- filtro 0,45 pm Millex — HV, MiIIipore®;

- iodeto de propideo — American Bionalytical®;

- kit para evidenciagéo de fosfatase alcalina - Gibco®;

- meio de cultura RPMI-1640 - Sigma®;

- MTT — (3-[4,5-dimetiazol-2yl]-2,5-difeniltetrazélio brometo - Sigma®;

- nitrato de zinco P.A., Zn(NQOj3),.6H,0, Labsynth®.

- pipetas de vidro e pipetadores automaticos, do Laboratério de Imunologia e Bioquimica —
ICB/UFMG;

- pipetas e ponteiras descartaveis de 10, 200 e 1000 pL;

- placas de cultura celular de 24 pocos, Nunc®;

- placas de Petri de polipropileno, estéreis e descartaveis - J. Prolab®;

- PBS - solugao salina tamponada com fosfato;

- tripsina/EDTA,;

- tubos Falcon de 500, 1500 e 2000 pL.
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1.1.2 Ferramentas e equipamentos utilizados na caracterizacdo dos compdsitos e na avaliagao
da biocompatibilidade:

- capela de fluxo laminar com lampada germicida (ultravioleta), modelo VLFS12 - Veco®, do

Laboratorio de Imunologia e Bioprodutos, CPD — FUNED;

- capela de fluxo laminar, modelo Bio Safe Plus classe IIA - Veco®, do Laboratério de Imunologia e
Bioguimica — ICB/UFMG;

- difratbmetro, modelo PW1710 - PhiIips®, do Laboratério de Raios-X , DEMET/EE - UFMG;

- espectrofotdmetro - Laboratério de Imunologia e Bioquimica — ICB/UFMG;

- espectrofotdmetro de infravermelho, modelo Paragon 1000 — Perkim-Elmer®, do Laboratério de
Materiais Cerdmicos, DEMET/EE — UFMG;

- estufa de CO, Queue®, - Laboratério de Imunologia e Bioquimica — ICB/UFMG;

- leitor de ELISA, modelo EIx800 - Bio-Tek® Laboratério de Imunologia e Bioquimica
ICB/UFMG;

- liofilizador - da Area Multifins, CPD — FUNED;

- microscépio de luz transmitida, modelo CH30 — Olympus®, acoplado com sistema de exposicdo
automatica para fotomicrografia, modelo PM-104K3 - Olympus®, LASMAT — DEMET/EE-UFMG;

- microscépio de luz transmitida, modelo MLT - Nikon®, Laboratério de Imunologia e Bioquimica
— ICB/UFMG;

- microscopio de luz transmitida, modelo SC 35 tipo 12 - IX70 - Olympus®, acoplado com sistema
de fotografia Olympus®, do Laboratério de Cultura celular, ICB/UFMG;

- microscopio eletrénico de varredura, modelo JSM - 6360 LV — JEOL®, acoplado com
espectrémetro dispersivo por dispersdo de energia de raios-X (EDS) modelo Quest — Thermo
Noram®, do Laboratério de Microscopia Eletrénica, DEMET/EE — UFMG;

- software Prism®, vers&o 3.0, Laboratério de Imunologia e Bioquimica — ICB/UFMG.

1.2 DESENVOLVIMENTO DOS COMPOSITOS

Para a obtengéo dos compdsitos foram preparadas misturas com diferentes materiais constituintes,
utilizando as mesmas condigbes experimentais (Tabela 1V.1). Os compositos foram preparados
utilizando os pés de CaP sintetizados em A3 e A5 (R1), A10 e A11 (R3), e COL liofilizado diluido em
acido aceético 0,1 N na concentracdo de 0,5 mg/mL. Para o preparo dos compoésitos foram
experimentadas porcentagens em peso de CaP/COL.

1.2.1 Compésito HAP/COL (C1)

Os compositos C1 foram preparados nas proporgdes de HAP:COL: 60%:40%, 70%:30%, 75%:25%,
80%:20% e 90%:10%. Um exemplo de preparagao, a relagdo 80%:20%, é descrita a seguir:
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a amostra foi preparada a partir da lenta adigdo de 66 mg de HAP em 16,5 mg de COL diluidas
em 33 ml de CH3;COOH 0,1 N; a mistura foi mantida sob agitagédo lenta a temperatura de 37+3°C;
apds 12 h a mistura foi vertida em uma placa de Petri esterilizada e descartavel; as misturas foram
congeladas em freezer biolégico a "80°C por 15 h e, em seguida, foram liofilizadas; apés liofilizagéo,

os compositos foram armazenados a 4°C em recipiente vedado.
As amostras preparadas com as outras relagées seguiram os mesmos procedimentos descritos
acima, e a melhor relagdo obtida nesta amostra foi utilizada para o preparo dos compésitos C2, C3,

C4 e C5.

Tabela IV.1 - Identificacdo e composicao das amostras dos compdsitos CaP/COL

Amostra Materiais Constituintes
C1 HAP + COL
C2 HAPZn + COL
C3 HAPBTCP + COL
C4 HAPBTCPZn + COL
C5 HAP + COL + Zn(NOs3),.6H,0

1.2.2 Compésitos HAPZn/COL (C2), HAPBTCP/COL (C3), HAPBTCPZn/COL (C4)

No preparo dos compdsitos C2, C3 e C4 foi usada a mesma razdo de HAP:COL usada em C1. A

seguir, a mistura foi submetida aos mesmos procedimentos experimentais do compdsito C1.
1.2.3 Compésito HAP/COL/ Zn(NO3),.6H,0 (C5)

A amostra C5 foi preparada usando os mesmos procedimentos de mistura e a mesma relagao
HAP:COL usada em C1. No momento da mistura, adicionou-se 0,3 mg de Zn(NOs),.6H,O
correspondente a concentragdo de 0,15% mol (Anexo 1D). A mistura dopada com zinco foi submetida
aos mesmos procedimentos experimentais da amostra C1.

1.3 CARACTERIZACAO DOS COMPOSITOS

A caracterizagdo dos compositos foi realizada por ML, MEV/EDS, XRD e FTIR usando as mesmas
técnicas e equipamentos ja descritos nos capitulos anteriores.
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1.3.1 EDS

A andlise elementar qualitativa de amostras dos compésitos foi realizada através do detector de
espectroscopia por dispersao de energia de raios-X (EDS), acoplado ao microscopio eletrénico de

varredura, pela técnica de elétrons primarios e secundarios.

1.3.2 MEV

As amostras dos compésitos foram recobertas com Au para andlise de sua estrutura e obtengao de
micrografias, no microscopio eletrdnico de varredura.

1.3.3 XRD

Os compositos sintetizados foram submetidos a difragdo de raios-X para identificagcdo e andlise das
fases cristalograficas presentes no material.

1.3.4 FTIR

Amostras dos compdésitos foram maceradas em gral de agata juntamente com KBr seco para analise
no espectrofotémetro de infravermelho. Os espectros foram normalizados para absorbancia = 1,0.

1.4 ENSAIOS PARA AVALIACAO DA BIOCOMPATIBILIDADE IN VITRO DOS
COMPOSITOS

1.4.1 Preparo das amostras

Amostras dos compositos C1, C2, C3, C4 e C5 foram usadas nos testes de citotoxicidade. As
amostras foram colocadas em pogos de placas para cultura celular e submetidas a esterilizagdo em
capela de fluxo laminar com lampada germicida (luz ultravioleta) por 2 h. Em seguida, as placas foram
fechadas e acondicionadas em invélucros plasticos vedados com fita aderente. As amostras foram

mantidas a 4°C até o momento de uso.
1.4.2 Cultura de osteoblastos

Os osteoblastos foram isolados de calvaria de rato Wistar neonatos até 5 dias pelo uso de um
sucessivo método de digestao enzimatica. Os ossos parietais dos ratos foram removidos e colocados
em tampao salina estéril, sem célcio e sem magnésio. O tecido foi cortado em pequenos pedagos e
digeridos por 5 min com tripsina/EDTA 1% (p/v), seguidos por 4 incubagdes seqlenciais com
colagenase 2% por 37°C por 45 min cada. O sobrenadante resultante da primeira digestdo foi
descartado por conter alta concentragao de fibroblastos. Os outros sobrenadantes com alta proporgao
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de pré-osteoblastos e osteoblastos foram centrifugados por 1000xg por 5 min, e cada precipitado foi
ressuspendido em 5 mL do meio de cultura, RPMI suplementado com soro bovino fetal 10%, 0,1
mg/mL de estreptomicina e 100 U/mL de penicilina. As células foram colocadas em frascos de cultura
de células de 25 mL e foram mantidas em estufa de CO, a 5% sob temperatura de 37°C e 1007"° de
umidade para crescimento. Apds confluéncia as células foram usadas para os experimentos na

passagem 2.
1.4.3 Viabilidade celular

Os osteoblastos foram plaqueados na densidade de 1 x 10° em placas de cultura de 24 pogos e os
compdsitos, como preparados, foram colocados em contato com as células. Trés triplicatas de cada
composito e a morfologia das células foram observadas durante todo o tempo do experimento pela
microscopia de luz transmitida. A cultura de osteoblastos sem a presenga dos compoésitos foi usada
como controle (Ct). As células em contato com os compdésitos foram observadas antes e apos 24, 48
e 72 horas de contato com os materiais. Apds 72 h a viabilidade e proliferagdo dos osteoblastos foram
medidos pelo ensaio de MTT, baseado na redugédo do sal tetrazdlico para cristais de formazan. O
MTT possui uma tonalidade amarela e é sollvel em agua. Este componente pode ser transformado
pela enzima desidrogenase da mitocondria em um sal insolivel em agua e de cor plrpura. Somente
células viaveis podem metabolizar MTT. Este sal é absorvido em um determinado comprimento de
onda, sendo proporcional a quantidade de células viaveis. Em cada pogo foi adicionado 170 pL de
MTT, 5 mg/mL. Ap6s 2 h foi analisada a morfologia da célula no microscépio de luz transmitida. Os
cristais de formazan formados foram solubilizados com 210 uL de SDS 10% HCI e incubados por 18
h. Em seguida, foi realizada a leitura de absorbancia a 595 nm.

1.4.4 Ensaio de apoptose

No intervalo de observagédo das células no microscépio foram visualizadas células mortas, sendo
realizado o ensaio de apoptose apds 72 h. A cultura foi tratada com iodeto de propideo, 50 pg/mL.
Cinco minutos foram aguardados e os pocos foram lavados com PBS. Os osteoblastos foram
observados no microscopio de luz transmitida, e em seguida, a luz foi substituida por luz ultravioleta,
sendo possivel observar e contar, em um campo pré-determinado, as células com nucleos
apoptoticos corados pelo iodeto de propideo.

1.4.5 Producéo de fosfatase alcalina

Osteoblastos foram novamente plaqueados na densidade de 1 x 10° em placas de cultura de 24
pocos e quantidades menores dos compositos, como preparados, foram colocados em contato com
as células. Triplicatas de cada compdsito foram realizadas para trés experimentos individuais e a
morfologia das células foram observadas durante todo o tempo dos experimentos pela microscopia de
luz transmitida, obtendo-se fotografias. A cultura de osteoblastos sem a presenga dos compdsitos foi



136

usada como controle (Ct). A produgao de fosfatase alcalina foi avaliada pelo ensaio BCIP-NBT, que
baseia na propriedade cromogénica destas duas substancias. O 5-bromo 4-cloro 3-indolilfosfato p-
toluidina (BCIP) e o Nitroblue tetrazélio cloridrico (NBT) sao usados conjuntamente na proporgao de
1:1 molar, sob condi¢des alcalinas para sensibilidade étima. A reacédo de cor € iniciada pela clivagem
do grupo fosfato do BCIP pela fosfatase alcalina presente. Essa reagao inicia o aparecimento de cor
azul e libera um préton que ao reduzir o NBT o faz liberar uma cor purpura que junto com o azul
formam um precipitado arroxeado. O sobrenadante de cada pogo foi retirado e a camada de foi
lavada 2 vezes com PBS. Em cada pogo foram acrescentados 200 puL de SDS 10% e a placa foi
incubada por 18 h. A absorbancia foi medida a 595 nm.

Os procedimentos foram realizados em capela de fluxo laminar.

1.4.6 Teste estatistico

Os resultados foram analisados estatisticamente pelo teste da andlise de variancia ANOVA, usando o

pos-teste de Bonferroni.
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2 RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1 CARACTERIZAGAO DOS COMPOSITOS

A propor¢ao de 80% de HAP e 20% de COL apresentou uma manta mais homogénea, na qual
observou-se uma total agregacdo da HAP no COL, sendo utilizada no preparo de todos os
compositos. Na proporgao de 90%/10% o material apresentou-se quebradico e com particulas de
HAP visivelmente expostas. Nas proporgdes abaixo de 80%:20% as mantas apresentaram-se
gradativamente mais viscosas. A propor¢cao de 80% em peso de HAP e 20% em peso de solugédo de
COL foi escolhida como padrao no preparo das amostras.

As amostras dos compdésitos, apos a liofilizagao, mostraram-se como uma manta de aspecto
esponjoso e de cor esbranquigada (Fig. 1V.2). Os compdsitos permitiram, com a utilizagdo de uma
espatula, serem conformados em formas de silicone. Na Figura 1V.2 pode ser visualizado o aspecto
dos compositos com diferentes proporgdes, apos a liofilizagdo (A), a ampliagéo da figura da manta
com proporgao 80%/20% (B), e os modelos de amostras obtidas deste compdsito (C).

/-

HAP/COL => 60%/40% HAP/COL => 90%/10% HAP/COL => 80%/20%

Figura IV.2 — Fotografia dos compoésitos com diferentes proporgées de HAP/COL (A); compésito C1
na proporgao 80%/20% apos liofilizagao (B); e variados modelos obtidos do compdésito em formas de
silicone (C).
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A estrutura do composito desenvolvido neste estudo (Fig. IV.3A) pode ser comparada,
macroscopicamente, a de um compdsito hidroxiapatita/colageno comercial (Fig. 1V.3B), sugerindo
uma estrutura de aspecto homogéneo. A relagcado HAP/COL de 80%/20% em peso foi suficiente para
fazer com que todas as particulas de hidroxiapatita ficassem agregadas para formar um compdsito

estavel.

Figura IV.3 — Fotografia na lupa estereoscépica de uma porgao da manta do compoésito C1 (A); e da
manta de um compdsito hidroxiapatita/colageno comercial, 32X (B).

2.2.1 MEV/EDS

A morfologia da superficie da amostra de HAP/COL é mostrada na micrografia de MEV da Figura
IV.4A, onde foram observadas duas fases distintas, sugerindo a formagao de um material compésito.
Os resultados da andlise qualitativa elementar por EDS dos compésitos HAP/COL (Fig. IV.4B)
apresentaram picos de maior intensidade referentes ao Ca e P, sugerindo a presenca de
hidroxiapatita como constituinte do compésito. O espectro também mostrou os picos de baixa
intensidade das impurezas mostradas nos espectros de EDS da HAP. Notou-se um pico de alta
intensidade de C, elemento constituinte principal da parte inorganica do composito, e a presenga de
pequenas quantidades de Na e Cl, como apresentado no espectro de EDS do COL. Os constituintes
HAP e COL dos compositos mostraram as mesmas caracteristicas apresentadas quando analisados
por EDS separadamente. Esses resultados sugerem a formagdo de um novo material, 0 compoésito
HAP/COL. Os resultados de EDS obtidos nesta amostra de HAP/COL estdo de acordo com os
estudos de Lin et al., em 2005.

A manta formada apéds a liofilizagdo do compdsito foi rompida com o auxilio de duas pingas que
forcaram o material em sentido contrario uma a outra. A superficie de ruptura foi analisada por MEV e
revelou a distribuicao das particulas de HAP na matriz de COL (Fig. 1V.5). As particulas mostraram-se
envoltas pelo material colagenoso (seta estreita), e poucas particulas mostraram-se expostas (seta
larga), o que provavelmente pode ter acontecido pela ruptura do material. O espectro de EDS pontual
da particula exposta (seta larga) pode ser visto na Figura IV.6A, que mostra picos de alta intensidade
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de Ca e P; e 0 espectro da particula agregada ao colageno (seta estreita) pode ser observado na Fig.
IV.6B.
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Figura IV.4 - Micrografia de MEV da superficie da amostra C1, HAP/COL, com distribuicdo das
particulas de HAP na matriz de COL (A), aumento de 1000X, 15 KeV; espectro de EDS com picos de
alta intensidade dos principais constituintes do compésito: C, Ca e P.

As imagens de MEV do compésito C1 sugeriram que houve distribuigdo das particulas de HAP em
toda a extensado da matriz de COL. Mesmo assim, em algumas areas observou-se concentragdo de
particulas, que pode ser atribuida ao préprio tamanho dos grdos de HAP, a nédo uniformidade de
tamanho e forma desses grdos, a sua facilidade de aglomeragdo, ou até mesmo por uma relagédo
HAP/COL ainda nao adequada. Nos compdsitos C1 com relagdes abaixo de 80%:20% observou-se

areas constituidas apenas pela matriz e areas com maior concentragdo de fase inorgénica
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(Fig.IV.7A), sugerindo uma distribuicdo ndo homogénea dessas particulas, atribuida a maior
quantidade de matriz.

“ZBum B Demet /UFMG

Figura IV.5 - Micrografias de MEV pela técnica de elétrons retroespalhados da superficie de ruptura
da manta do compdésito C1: particula de HAP exposta (seta larga) e particula de HAP envolta por
colageno (seta estreita), aumento de 750X, 15 KeV.
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Figura IV.6 - Espectros de EDS pontuais da particula de HAP exposta (A) (Fig. IV.5 - seta larga), e da
particula envolta pela matriz de COL (B) (Fig. IV.5 - seta estreita), com picos de alta intensidade de
seus principais constituintes.

A micrografia de MEV e o EDS do compésito C1 (Fig. IV.5A e IV.5B) podem ser comparados aos da
hidroxiapatita/colageno comercial (Fig. IV.8A e IV.8B). A imagem de MEV de C1 sugeriu uma
estrutura mais compacta que o a do compdsito comercial, que se mostrou com um aspecto mais

fibroso. Esta diferenga pode ser devido a procedimentos diferentes de preparo, e colageno obtido de
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outra estrutura diferente do PB. Entretanto, os espectros foram similares, mostrando a presenga dos

mesmos elementos quimicos na composigao dos compositos.
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Figura IV.7 - Micrografias de MEV de particulas de HAP concentradas em determinadas areas no
composito (A), aumento de 300X, 15 KeV; espectro de EDS pontual da particula de HAP indicada por
seta na micrografia (B).
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Figura IV.8 - Micrografia de MEV do compésito hidroxiapatita/colageno comercial (A), aumento de
200X, 15KeV; e seu espectro de EDS (B).

As amostras do compésito C2 mostraram picos semelhantes aos espectros das amostras C1. O Zn
nao foi detectado nos espectros de EDS de C2, apesar de ter apresentado no EDS da HAPZn.
Devido ao fato da HAPZn possuir os ions Zn* participando de sua estrutura cristalina em substituicao
aos fons Ca'2, além de estar distribuida em uma matriz de COL, torna-se pouco provavel a sua
detecgao no composito. Outro fato que também deve ser considerado é que o Zn usado apenas como
um dopante, as vezes nao pode ser detectado pelo equipamento. Na amostra C3, também nao foi
encontrada a presencga de Zn. A andlise de EDS n&o encontrou evidéncias da precipitacdo dos ions
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Zn*? adicionados, sugerindo a incorporagao destes ions na estrutura do compésito, provavelmente na

fase amorfa, sem a formagao de uma nova fase, tanto em C2 como em C3.

Nas micrografias de MEV da Figura IV.9 pode ser visualizado o compésito HAPBTCPZn/COL,
sugerindo que as particulas de HAPBTCPZn foram recobertas com colageno (A e B) e mostraram-se
interligadas por filamentos desta estrutura (C e D — setas). Nestas micrografias pode-se notar o
formato mais alongado das particulas de HAPBTCP em relagao aquelas de HAP.

Figura IV. 9 — Micrografias de MEV do compésito HAPBTCPZn/COL com particulas de HAPBTCPZn
agregadas ao colageno com aumento de 500X (A e B), de 550X (C); e de 1500X (D); 15 KeV.

Na Figura IV.10A pode ser visualizada micrografia de MEV do compdésito HAP/COL, que mostrou na
sua estrutura pequenas aglomeragbes de particulas de HAP carbonada. Estas particulas
apresentaram-se com forma diferente daquela observada nas particulas de HAP e HAPBTCP. A
forma elicoidal destas particulas também foi visualizada através de micrografia de MEV por Okazaki e
Takahashi, em 1999, quando sintetizaram apatita com diferentes concentragbes de carbonato.

Na Figura IV.10B e IV.10C podem ser visualizadas micrografias de MEV da estrutura de coladgeno
recobertas com sais de CaP, observada em algumas &reas dos compdsitos.
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Figura IV. 10 — Micrografias de MEV de particulas de HAP carbonada no compésito HAP/COL (A);
estruturas de COL recobertas com particulas de HAPBTCPZn (B) e de HAP (C); e respectivos
espectros de EDS.
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2.2.2 XRD

Os difratogramas de raios-X dos compdsitos apresentaram um perfil j& esperado, mostrando picos
caracteristicos da hidroxiapatita, ja que o coladgeno néo apresenta um difratograma caracteristico por
nao ser uma matriz cristalina. Além dos picos referentes ao material inorganico observou-se grande
quantidade de fase amorfa referente ao material organico. Na Figura IV.11 pode-se observar o
difratograma tipico apresentado pelos compésitos com relagao 80%/20%.

HAP

00
300

00 —

Intensidade (cts)

100 —

20(9

Figura IV.11 — Difratograma de raios-X do compésito C1, HAP/COL, com presenca de picos
caracteristicos de HAP e de fase amorfa correspondente ao COL.

Nos difratogramas da Figura IV.12 s&do apresentados os difratogramas do compésito C1 (Fig. IV.12A),
da HAP (Fig. IV.12B) e do COL (Fig. IV.12C). Notou-se que os picos da hidroxiapatita presentes no
compdsito apresentaram-se mais largos e com menor intensidade que aqueles picos apresentados
nos difratogramas da hidroxiapatita pura, devido a presenga do colageno. Também pode ser
observada no difratograma dos compoésitos C1 e C2, a associagdo daquelas caracteristicas ja
observadas anteriormente nos difratogramas tanto da HAP como do COL. Os resultados obtidos pela
andlise dos difratogramas dos compoésitos CaP/COL foram concordantes com os resultados
apresentados em outros estudos (Bet, 1995; Ogawa e Plepis, 2001; Ogawa e Plepis, 2002; Hsieh et
al, 2004).

A analise pelo MEV sugeriu que as amostras dos compésitos nas quais foi usada relagao abaixo de
80%:20% houve excesso da matriz organica com observacdao de regides com falta de HAP. No
difratograma da Figura 1V.13 pode ser visualizada uma grande quantidade de fase amorfa e alguns
picos bem largos referentes ao compésito C1 com a relagao 60%:40%, confirmando os resultados da
andlise de MEV. O perfil dos difratogramas obtidos nos compésitos com diferentes relagdes CaP:COL
pode ser observado e comparado na Figura 1V.14.
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Figura IV.12 — Difratogramas de raios-X do compésito HAP/COL (A), da HAP (B) e do COL (C).
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Figura IV.13 - Difratograma de raios-X do compésito C1 com a relagédo 60%:40% com presenga de
picos de HAP e grande quantidade de fase amorfa referente ao COL.
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Figura IV.14 — Perfil do difratograma do compdsito preparado com a relagdo CaP:COL = 80%:20%
(A), e do compdsito C1 preparado com a relagao 60%:40%.
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Figura IV.15 — Difratogramas para comparagdo entre os compédsitos HAPBTCP/COL (A),
HAPZN/COL (B), hidroxiapatita/colageno comercial (C), e HAP apés secagem a 100°C (D).
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Nao foram observadas diferengas significativas, comparando-se os difratogramas dos compésitos C1,
C2 e C5, onde foram usados HAP e HAPZn, e entre os compdésitos C3 e C4, onde foram usados o
material bifadsico HAPBTCP e o material HAPBTCPZn. Na Figura IV. 15 pode ser observado o
difratograma do composito HAPBTCP/COL, que também representa o resultado de XRD para
HAPBTCPZn/COL (A); e os difratogramas de HAPZn/COL, que representa o resultado para
HAPZN/COL e HAP/COL/ZN (B).

Takechi et al., em 1998 reportou que o difratograma do compésito hidroxiapatita/colageno apresenta
0 mesmo aspecto do difratograma da hidroxiapatita ndo cristalina. Entretanto, observou-se que os
difratogramas dos compésitos CaP/COL dopados ou ndo com Zn apresentaram picos mais definidos
e menos largos, apesar da presencga de fase amorfa (Fig. IV.15A e IV.15B). Isto sugere a associagao
de um material cristalino a um material amorfo. O difratograma de um compdsito
hidroxiapatita/colageno comercial pode ser visualizado na Figura IV.15C. O compdsito comercial
apresentou maior quantidade de fase amorfa, quando comparado com os compdsitos obtidos neste
estudo, mostrando maior similaridade com HAP cristalina.

223 FTIR

Os espectros de FTIR para a amostra dos compésitos C1 e C3 sdo mostrados nas Figuras 1V.16
IV.17, respectivamente. Observou-se que as tipicas bandas da ligagdo N — H do grupamento —NH,
das aminas primarias (Fig. IV.16A) foram detectadas no comprimento de onda de 3449 a 3343 cm’
representadas por duas bandas fortes de estiramento, e em 1627 cm™” e 783 cm” por bandas de
dobramento.

Na Figura 1V.17 o espectro de FTIR de C1 pode ser comparado ao espectro do compédsito C3.
Observou-se a presencga da ligagdo C — H assimétrica do grupo funcional -COOH (Fig. IV.16A) em
2937 cm”' para C1 e em 2939 cm’” para C3. E apenas em C3 foi observada a ligagdo C — H simétrica
em 2811 cm™', além da presenca da ligagdo O — H do grupo funcional -COOH em 2634 cm™' e 2464
cm”, que também foram observadas nos espectros de FTIR de HAPBTCP e HAc. Em 717 cm foi
absorvida a banda referente a ligacdo C — H do grupo funcional —CH..

As bandas de estiramento da ligagdo C = O para a amida | foram absorvidas em 1664 cm.
Normalmente a banda de C = O sdo absorvidas em 1725 cm™', mas devido a sua conjugacdo com
outra banda, neste estudo a ligagdo N — H, pode ser movida para uma freqiiéncia menor (Pavia et al.,
1979). A banda de amida | é especialmente representativa do conteldo de colageno na estrutura.
Sua avaliagdo € complexa devido a vibragdes diferentes de carbonilas similares (Chang e Tanaka,
2002b).
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A vibracdo de estiramento assimétrico de C = O também foi absorvida em 1342 cm™. As bandas de C
= O absorvidas no comprimento de onda de 1400 a 1260 cm™ séo atribuidas a presenga da prolina
nas cadeias do colageno tipo | em tecido biol6égico (Chang et al., 2003), e sédo usadas para estimagao
de ligagbes covalentes entre os nanocristais da hidroxiapatita e moléculas de colageno (Chang e
Tanaka, 2002). A presenca desta banda sugere a formagdo de uma unido dos ions Ca* da
hidroxiapatita aos grupos carboxilicos —COOH do colageno (Kikuchi et al., 2001; Chang e Tanaka,
2002; Chang et al., 2003). Aproximadamente 20% dos 1000 residuos de aminoacidos de cada
molécula do colageno possui grupos carboxilicos, -COOH ou grupos amino, —NH, nas suas cadeias.
Os ions Ca* e PO® na superficie dos nanocristais da hidroxiapatita organizam-se através de
interacOes eletrostaticas entre eles e os grupamentos funcionais (Kikuchi et al., 2001).

A interagao quimica entre HAP e COL foi examinada por FTIR. A banda da carbonila do grupamento
carboxilico em 1347 c¢cm™ para o COL baixou para um menor niimero de onda, 1343 cm”, no
composito HAP/COL (Fig. 1V.18A e 1V.18B). Kikuchi et al, em 2001 e em 2004b, explicaram este fato
pela quebra das cadeias da molécula de colageno. Assim, —COO' transforma-se em dois equivalentes
C — O para a formagédo de uma nova unido quimica entre os ions Ca* na superficie da hidroxiapatita.
Chang et al., em 2003, atribuiram a formag¢ao de banda fraca nesta &rea, ao fato da hidroxiapatita ser
constituida por cristais de tamanho nanométrico. Os cristais de hidroxiapatita aderidos as moléculas
de COL sugerem uma energia mais baixa da vibragdo de estiramento assimétrico da prolina na
cadeia de colageno. Também relatam uma diminuigdo destas bandas quanto maior é a quantidade de
matriz organica usada. Notou-se que a banda formada no compésito CaP/COL apresentou como uma
banda fraca com deslocamento para um nuamero de onda menor. Isto sugeriu a unido quimica entre
as particulas de CaP e COL. A quantidade de COL usado para o desenvolvimento dos compésitos
pode ter afetado a intensidade dessa ligagao.

Na Figura IV.19A pode ser visualizado o espectro de FTIR de C3 e a formagdo da banda
correspondente a unido HAP e COL em 1344 cm’” (Fig. IV.19B). Estas bandas também foram

observadas para o compésito C4 na mesma area de absorgao.

A combinacéo das bandas de deformagao de N — H, aproximadamente 60%, associada as bandas de
estiramento de C — N, aproximadamente 40%, € caracteristica das ligagbes peptidicas. Estas bandas
podem ser observadas em 1458 cm” e 1450 cm™, respectivamente, nos espectros dos compositos
C1 e C3 (Fig. IV.16 e IV.17). De acordo com os estudos de Chang et al., em 2003, a presenga da
banda da amida | em 1664 cm™ indica que os compésitos adotaram a configuragdo predominante da
a-hélice do colageno, que é confirmada pela presenca da banda de amida Il em 1458 cm™. O
espectro apresentou também uma banda de estiramento da ligagao C — N para as aminas em 1155

cm™.
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No espectro da Figura IV.18 observa-se que as bandas de Cco% presentes em HAP carbonada tipo
B prevaleceram no compdsito, indicando a formacao de um compésito carbonado tipo B.

As ligacbes P — O de PO®, (Fig. IV.16 B) foram absorvidas em 1052 cm™, 1089 cm™, 650 cm™, 599
cm” e 558 cm™' nos compésitos CaP/COL, mostrando a presenca da sua fase inorganica (Fig. IV.16 e
IV.17). Notou-se que os ions PO®, na area entre aproximadamente 840 cm” foram substituidos por
CcO%, presentes na HAP. Isto sugere que realmente o material transformou-se em um compdsito
hidroxiapatita/coldgeno carbonado tipo B, apresentando a mesma constituicdo do tecido ésseo
(Fig.18c). No compésito C3 ndo foi observada a presenga de CO?, devido a sua auséncia em
HAPBTCP (Fig.19c).

As ligagbes absorvidas no FTIR foram ligagbes caracteristicas dos amino&cidos glicina, prolina e
hidroxiprolina, formadores das cadeias da molécula de colageno, e de fons PO, constituintes dos
materiais CaP. A banda caracteristica de ligacdo quimica covalente dos ions COO com os fons Ca*?
dos materiais CaP também foi observada. Isto sugeriu que houve a formagao do compésito CaP/COL,
a partir da mistura dos pds de CaP sintetizados e o COL tipo | obtido de PB.

A presenga das bandas descritas para os compdsitos estao de acordo com as informagdes a respeito
de espectroscopia de infravermelho reportadas por Pavia et al., em 1979, e Mantsch e Chapman, em
1996. Os resultados de FTIR encontrados para os compoésitos HAP/COL e HAPBTCP foram
semelhantes aos resultados de espectroscopia de infravermelho dos estudos com compositos fosfato
de calcio/colageno relatados por Kikuchi et al.,, em 2001, Chang e Tanaka, em 2002, Chang et al.,
2003 e Kikuchi et al., em 2004.
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Os espectros de FTIR dos compdsitos HAPZn/COL (C2) e HAPBTCPZn/COL (C4) mostraram-se
semelhantes aos espectros dos compésitos C1 e C3, respectivamente. O resultado obtido para os
compositos dopados com Zn ja eram esperados, considerando que na sintetizagdo de HAPZn e
HAPBTCPZn pode ter acontecido uma substituicio de fons Ca*® por fons Zn*? no reticulado cristalino
da HAP sem a formagao de uma nova fase. Os espectros de C1 e C2 e de C3 e C4 podem ser
comparados na Figura IV.20.
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Figura IV.20 — Espectros de FTIR para comparacdo entre HAP/COL (C1), HAPZn/COL (C2),
HAPBTCP/COL (C3), HAPBTCPZn/COL (C4) e HAP/COL/Zn (C5).

O composito HAP/COL/Zn (C5) nao apresentou diferenca no seu espectro de FTIR em relagdo aos
espectros de C1 e C3. Nenhuma ligagao diferente daquelas observadas nos outros compositos foi
observada em C5, sugerindo que os ions Zn* apresentaram-se como particulas isoladas na matriz
de COL, ou talvez formaram pequenas quantidades de 6xido de zinco como sugeriram Sogo et al.,
2005.

A relagao CaP/COL proporcionou mantas relativamente homogéneas, em que a HAP foi agregada ao
COL, sugerindo unido quimica entre estes dois materiais. A relacdo 80%:20% de CaP:COL e a
simples mistura de HAP e COL resultou em um compdsito com determinada estabilidade, entretanto
serao necessarias experimentagdes para o desenvolvimento de um compoésito com caracteristicas
que possam melhorar essa estabilidade e atribuir propriedades adequadas para o seu uso em
aplicagdes especificas.
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3 AVALIACAO DA BIOCOMPATIBILIDADE IN VITRO DOS COMPOSITOS CaP

3.1 Viabilidade celular

A viabilidade e proliferacdo dos osteoblastos ndo mostraram alteragéo estatisticamente significativa
(P<0,005) na presenga dos compdésitos quando comparados com o controle (Fig. IV.21) (Anexo ).
Entretanto, através da analise individual das amostras, observou-se que C3 e C4 mostraram uma
diminuicdo da proliferacao celular em relagéo aos outros grupos e em relagao ao controle. No grupo
C5, onde o Zn néo foi incorporado anteriormente na sintese de HAP, a proliferagdo foi comparavel
aos grupos C1 e C2.

Células mortas foram observadas por MLT apds o periodo de 72 h, o que levou a realizagdo do
ensaio de apoptose. Os resultados podem ser observados na Figura 1V.22, onde notou-se que os
grupos C2 e C5 mostraram uma maior porcentagem de células mortas por campo analisado,
comparado com o controle. Os osteoblastos na presenga de todos os compdsitos mostrou uma maior
porcentagem de células mortas, quando comparados com os do controle. Os osteoblastos no grupo
C2 apresentaram uma maior porcentagem de apopitose, e o grupo C1 mostrou o melhor
comportamento entre os compdsitos. O grupo C4, apesar de ter mostrado menor porcentagem de
apopitose que C2, C3 e C5, apresentou a presenga de células vivas, que pelo seu aspecto morreriam
dentro de poucas horas. O nado tratamento prévio das amostras antes dos ensaios pode ter causado
este comportamento dos osteoblastos na presenca dos compésitos, ja que nenhuma contaminagao
bacteriana foi observada durante todo o ensaio. Outras consideragdes que podem ser analisadas sao
a possibilidade de ter permanecido uma concentragdo nao desejavel de Na e Cl nestas amostras, ou
de terem sido usadas quantidades excessivas das amostras do compdésito em relagdo a um pequeno

volume de cultura celular.
3.2 Producéo de fosfatase alcalina e morfologia dos osteoblastos

A producao de fosfatase alcalina presente no sobrenadante da cultura celular foi medida e pode ser
observada através do grafico da Figura 1V.23. Nao foi observada diferenga estatisticamente
significativa para os osteoblastos na presenga de todos os compoésitos. A producdo de fosfatase
alcalina foi similar aquela dos osteoblastos do grupo controle. Isto significa que os compdsitos nao
interferiram na produgdo normal desta enzima nos osteoblastos. O comportamento individual de cada
grupo mostrou que os grupos C2 e C4, onde o Zn presente no composito foi advindo da incorporagao
na sintese dos CaP, apresentaram maior produgédo de fosfatase alcalina comparados aos outros
grupos; que o grupo C1, sem presenga de zinco e da fase BTCP apresentou menor produgao de
fosfatase alcalina comparado a todos os outros grupos; e que o grupo C3 com a presenga do material
CaP bifasico mostrou maior produgao comparado ao grupo C1 e o grupo C5.
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Figura 1V.23 — Produgéao de fosfatase alcalina medida pelo ensaio de BCIP-NBT: a fosfatase alcalina
produzida pelos osteoblastos em presenga dos compésitos, apds 72 h de incubagédo, ndo mostrou
diferenga estatisticamente significativa em relagéo aos osteoblastos do grupo controle; (P<0,005).

Na Figura IV.24 observa-se a comparacéo grafica dos resultados da producao de fosfatase alcalina
dos osteoblastos em pares de amostras mais significativas, considerando a presenga ou nao de
zinco: (A) HAP/COL (C1) e HAPZn/COL (C2); (B) HAPBTCP/COL (C3) e HAPBTCPZn/COL (C4); (C)
HAP/COL (C1) e HAP/COL/Zn (C5). Observou-se também os compdsitos HAPZn/COL (C2) e
HAP/COL/Zn (C5) (Fig. IV.24D). A produgao de fosfatase alcalina foi maior nos compoésitos contendo
Zn em sua composi¢cao, quando comparados com os compoésitos ndo dopados com Zn; nos
compositos onde o Zn foi incorporado durante a sintese de CaP, quando comparados os compdsitos
dopados ou nao com Zn e os compésitos HAPZn/COL e HAP/COL/Zn. Nos compdésitos com presenga
do Zn em maior concentragdo associado a sua incorporagao durante a sintese de CaP houve maior
formagao de fosfatase alcalina que o compdésito HAP/COL/Zn, onde o Zn foi incorporado no momento

da mistura de HAP e COL e em menor concentragao.

Estes resultados sugerem que a presenga de Zn nos compositos induziu uma maior metabolizagédo e
produgao de fosfatase alcalina dos osteoblastos. A concentragio de 1% de Zn e a substitui¢ao do Ca
por Zn na rede cristalina dos materiais CaP podem ter contribuido para a maior produgdo desta

enzima.

A produgéo de fosfatase alcalina dos osteoblastos também foi analisada através das imagens obtidas
no microscopio de luz transmitida (Fig. IV. 25 e IV.26).
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Figura IV.24 — Comparagao grafica dos resultados estatisticos para a produgao de fosfatase alcalina
dos osteoblastos nos grupos: (A) HAP/COL (C1) e HAPZn/COL (C2); (B) HAPBTCP/COL (C3) e
HAPBTCPZn/COL (C4); (C) HAP/COL (C1) e HAP/COL/Zn (C5); e (D) HAPZn/COL (C2) e
HAP/COL/Zn (C5).

A produgéo de fosfatase alcalina dos osteoblastos também foi analisada através das imagens obtidas
no microscopio de luz transmitida (Fig. IV. 25 e 1V.26). Os osteoblastos produziram fosfatase alcalina,
que foi corada pelo BCIP-NBT. Somente células que sdo metabolicamente normais podem
transformar o sal tetrazdlico em cristais de cor azul arroxeado, como pode ser observado nas
imagens das células visualizadas nas Figuras 1V.25 e 1V.26. Notou-se a pureza da cultura primaria,
evidenciando apenas a presenca de células osteoblasticas (Fig. 1V.25 — ampliagdo), ja que a
presenga de fosfatase alcalina as diferenciam de células fibroblasticas. Observou-se bom crescimento
das células em contato com os compdsitos, mostrando uma morfologia normal, como pode ser
observada nas células do grupo controle (Ct) e comparada com as células dos grupos C1, C2, C3, C4
e C5 (Fig. IV.25 a 28). Os osteoblastos em contato com os compdsitos produziram fosfatase alcalina
como os osteoblastos do grupo controle. Notou-se a presenca de fosfatase alcalina livre na matriz,
que foi corada pelo BCIP-NBT (Fig. IV.25 — setas de cor vermelha). Isto significa a presenga de
fosfatase alcalina ja metabolizada que dara inicio a mineralizagdo. Também foram notadas células
com grande numero de granulos corados, que sao vesiculas de fosfatase alcalina em formagao
(Fig.IV.25 — setas de cor verde).
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Figura IV.25 — Imagens com aumento de 150X da coloragdo por BCIP-NBT da fosfatase alcalina
produzida pelos osteoblastos na presenga do grupo controle (Ct); ampliagdo de uma célula
osteoblastica (quadro azul a direita); coloragdo da fosfatase alcalina presente na matriz (seta de cor
vermelha); coloragdo das vesiculas de formagao da fosfatase alcalina na matriz (seta de cor verde).
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Figura IV.26 — Imagens com aumento de 150X da coloragdo por BCIP-NBT da fosfatase alcalina
produzida pelos osteoblastos na presenga dos grupos C1 e C2; presengga do compdsito (seta de cor
rosa); coloracdo da fosfatase alcalina presente na matriz (seta de cor amarela); coloragdo das

vesiculas de formagao da fosfatase alcalina na matriz (seta de cor verde).
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Figura IV.27 — Imagens com aumento de 150X da coloragdo por BCIP-NBT da fosfatase alcalina
produzida pelos osteoblastos na presenga dos grupos C3 e C4; presenga do compoésito (seta de cor
rosa); coloragao da fosfatase alcalina presente na matriz (seta de cor amarela); coloragdo das

vesiculas de formagao da fosfatase alcalina na matriz (seta de cor verde).
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Figura IV.28 — Imagens com aumento de 150X da coloragdo por BCIP-NBT da fosfatase alcalina
produzida pelos osteoblastos na presenga do grupo C5; presenga do compdsito (seta de cor rosa);
coloragdo da fosfatase alcalina presente na matriz (seta de cor amarela); coloragao das vesiculas de
formacao da fosfatase alcalina na matriz (seta de cor verde).

Esses resultados estdo em concordancia com estudos de avaliagdo da producéo de fosfatase alcalina
de diferentes biomateriais (Valério et al., 2004a e 2004b; Andrade et al., 2005; Sampaio et al., 2005a
e 2005b; Schainberg et al., 2005; Valerio et al., 2005a e 2005b), como também com os testes iniciais
de biocompatibilidade com a hidroxiapatita dopada com fons Zn** aumentando a proliferagdo de
células osteoblasticas (lto et al., 2002; Sogo et al., 2004; Webster et al., 2004).

O estudo preliminar da citocompatibilidade dos compésitos CaP/COL dopados e ndo dopados com Zn
mostrou que, a longo prazo, foram encontradas alteragées na morfologia dos osteoblastos, quando
avaliada a sua citotoxicidade. Entretanto, mostraram proliferagao e viabilidade celular comparavel as
células osteoblasticas usadas como controle. Os osteoblastos mostraram atividade celular na
presengca dos compdsitos, mostrando-se capazes de produzir fosfatase alcalina, sem mudancgas
consideraveis na sua morfologia. As concentragdes de Zn usadas na dopagem dos compositos
evidenciaram mudangas na atividade dos osteoblastos. Os resultados sugeriram que os compdsitos

testados mostraram propriedades adequadas para aplicagdes biolégicas.

Novos testes com o tratamento prévio das amostras serdo necessarios para a avaliagdo da
citocompatibilidade desses materiais. Torna-se também importante a quantificagdo das amostras a
serem testadas, bem como experimentar compositos com diferentes concentragdes de Zn, para
avaliagdo da capacidade de estimulagao da formagédo éssea deste elemento usado como dopante

nos materiais.
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CAPITULO V — CONCLUSOES - REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1 CONCLUSOES

Os fosfatos de célcio hidroxiapatita carbonada e hidroxiapatita/3-fosfato tricalcico foram sintetizados
com caracteristicas semelhantes aquelas encontradas na literatura, a partir de processamento

simples em laboratério.

A hidroxiapatita sintetizada a partir dos reagentes hidroxido de célcio e acido ortofosférico com o pH
controlado em 7 foi a rota através da qual se obteve a hidroxiapatita com menor presenga da fase
CaO e a rota mais economicamente viavel.

O tratamento térmico a 900°C foi suficiente para a obtengdo de fosfatos de calcio cristalinos e o
tratamento térmico com resfriamento brusco foi responsavel pela obtengcao de hidroxiapatita sem a
presenga da fase CaO.

O tratamento quimico com solugao de &cido ortofosférico foi responsavel pela obtengédo do fosfato de
célcio bifasico, a hidroxiapatita/p-fosfato tricalcico.

Hidroxiapatita carbonada e hidroxiapatita/B-fosfato tricalcico foram dopadas com nitrato de zinco na

concentragao molar de 1% sem alteragdes nas suas caracteristicas morfolégicas e estruturais.

O colageno foi extraido de sua fonte natural, o pericardio bovino, pela digestao enzimatica, obtendo-
se quantidade razoavel de colageno bruto.

O colageno bovino tipo | foi obtido pelo desenvolvimento de um protocolo especifico para sua
purificacdo, através da técnica cromatografica de troca ibnica, e com grau de pureza comparavel ao
colageno bovino tipo | encontrado no comércio de importagao.

O protocolo desenvolvido para a purificagdo do coldgeno mostrou-se um processo simples de
purificacao com viabilidade econémica e com facilidade de produgéo.

Os métodos de quantificacdo de proteina utilizados ndo foram adequados para a quantificagao
precisa do coldgeno bovino tipo | puro.

Os fosfatos de célcio dopados e ndo dopados com zinco desenvolvidos neste estudo foram
associados, através do processo de simples mistura, ao colageno bovino tipo | puro (COL), obtendo-
se 0s compositos fosfatos de calcio/COL.
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Os compositos fosfatos de célcio dopados com Zn/COL mostraram-se com morfologia e estrutura
semelhantes aos compdsitos fosfatos de calcio/COL.

O compdsito obtido pela incorporagdo de zinco durante a sintese da hidroxiapatita ndo apresentou
diferengas morfolégicas e estruturais do compoésito no qual o zinco foi incorporado no momento da
mistura hidroxiapatita e COL.

No teste de citotoxicidade in vitro os compositos fosfatos de calcio/COL dopados e ndao dopados com
zinco na presenga de células osteoblasticas primarias mostraram viabilidade e proliferacao celular
comparaveis as células osteoblasticas do controle; apds 72 horas, 0s osteoblastos mostraram-se com
nucleos apoptéticos na presenga dos compdsitos, indicando a necessidade do preparo prévio das
amostras para reavaliagao do teste de citotoxicidade.

A producdo de fosfatase alcalina pelos osteoblastos na presenga dos compdésitos mostrou-se
comparavel a produgdo das células osteoblasticas do controle; os compositos dopados com Zn
mostraram maior produgdo de fosfatase alcalina que os compdsitos ndo dopados com Zn; o
composito com incorporagao de Zn na sintese de hidroxiapatita mostrou maior produgéo de fosfatase

alcalina que o composito com incorporagdo de zinco no momento da mistura.

Os compésitos fosfatos de célcio/COL desenvolvidos neste estudo mostraram propriedades
adequadas para aplicagoes bioldgicas.
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3 ANEXOS

3.1 ANEXO |

A — Célculo das massas dos reagentes para o preparo de 10 g de fosfato de calcio em R1, com base
na razao ideal para hidroxiapatita pura, Ca/P = 1,67. Usou-se o numero de moles envolvidos na
reacao (eq. Il.1):

10C3.(OH)2 + 6H3PO4 => Ca10(PO4)6(OH)2~L + 18H.0.

Peso molecular de Ca;o(PO4)s(OH)2 => 1004 g/mol
N? de moles de Cao(PO,)s(OH). em 10 g de Ca;o(PO,)s(OH). => 10 g/1004g = 99,60.1 0°

N2 de moles de Ca(OH), em 1 mol de Cai(PO.)s(OH)» => 99,60.10° . 10 = 99,60.10
Peso molecular de Ca(OH), => 74,08 g/mol
Massa de Ca(OH), => 74,08 . 99,60.10* = 7,38 g

N¢ de moles de H;PO, em 1 mol de Ca;o(PO,4)s(OH), => 99,60.10° .6 = 59,76.10*
Peso molecular de H;PO, => 98 g/mol

Massa de H;PO, => 98 . 59,76.10* = 5,86 g

Volume de HsPO, => V =m/d =>5,86 g/1,69 g/cm® = 3,47 mL

Volume final de HsPO, 85% => 3,47 mL/0,85 = 4,08 mL

B — Caélculo das massas dos reagentes para o preparo de 10 g de fosfato de calcio em R2, com base
na razao ideal para hidroxiapatita pura, Ca/P = 1,67. Usou-se 0 numero de moles envolvidos na
reacao (eq. I.2):

10Ca(OH); + 6(NH4).HPO, => Cayo(PO4)s(OH)2l + 6H.0 + 12NH,OH.

Massa de Ca(OH), => 7,38 g (ja calculada para R1)

N2 de moles de (NH,),.HPO, em 1 mol de Cayo(PO4)s(OH), => 99,60.10° . 6 = 59,76.10™
Peso molecular de (NH,4)..HPO, => 132 g/mol

Massa de (NH4)..HPO, => 132. 59,76.10’4 =7,89¢

C - Calculo das massas dos reagentes para o preparo de 10 g de fosfato de calcio dopado com zinco
(1% mol) em R3, com base na razao (Ca + Zn)/P = 1,67. Usou-se o numero de moles envolvidos na
reagao (eq. I1.3):
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10Ca(OH); + 6HsPO4 + Zn(NO3)2.6H:0 => (Ca,Zn)1o(POs)s(OH) 4 + 18H,0 + 2NO;?

N2 de moles de Cao(PO4)s(OH), em 10 g de Cayo(PO4)s(OH)> => 10 g/1004 g = 99,60.10°
N? de moles de Ca em 10 g de Ca;o(PO4)e(OH), => 99,60.10°. 10 = 99,60.10™
Concentragédo do n® de moles de Zn para o n® de moles de Ca de 7,4 g de Ca;o(PO,)s(OH),

=>0,01.99,60.10* = 99,60.10°

Peso molecular de Zn(NO3),.6H,0O => 297,49 g/mol

N? de moles de Zn em Zn(NO3),.6H,0 => 297,49 g/mol

Massa de Zn no composto Zn(NOj3),.6H,0O a ser adicionada a 7,4 g de Ca;q(PO4)e(OH),

=> 297,49 . 99,60.10° = 0,02963 g => 29,63 mg

D - A massa de Zn (0,15% mol) no composto Zn(NO3),.6H,O a ser adicionada em 66 mg de
Cay9(PO4)s(OH), foi determinada a partir da sequiéncia de calculos:

- N2 de moles de Ca;o(PO4)e(OH), em 66 mg de Ca;o(PO4)s(OH). => 0,066 g/1004 g = 6,57.1 0°

- N2 de moles de Ca em 66 mg de Ca;o(PO4)s(OH)» =>6,57.10° .10 = 6,57.10™

- Concentragao do n? de moles de Zn para o n® de moles de Ca de 66 mg de Ca;o(PO4)s(OH),
=>0,0015.6,57.10* = 9,85.10°

- Peso molecular de Zn(NO3),.6H,O => 297,49 g/mol

- N2de moles de Zn em Zn(NQO3),.6H,O => 297,49

= Massa de Zn no composto Zn(NOs),.6H,O a ser adicionada a 66 mg de Ca;o(PO,)s(OH)2
=> 297,49 .9,85.10° =2,93.10* g = 0,0003 g = 0,3 mg

3.2 ANEXO Il

Exemplos da determinagdo dos parametros de rede a = b e ¢ da célula unitaria cristalina de uma
amostra do material sintetizado (A3), baseados no angulo 20 dos planos adjacentes 2771 e 112 do
conjunto dos indices de Miller, hkl. Os valores de d para estes planos na ficha catalografica 74-0566,
hidroxiapatita -Ca;,(PO4)e(OH)., no banco de dados do JCPDS 2001 foram respectivamente: 2,8146 e
2,7781.

Os valores dos angulos 26 correspondentes aos valores de d para os planos 2771 e 112 foram 31,750
e 32,195, respectivamente, e podem ser observados, com realce, no resultado do difratograma da

amostra A3, logo a seguir:
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-»File: AM03650.DI 10-0Oct-2003 11:28
Philips Analytical X-Ray B.V. PC-APD, Diffraction software

Sample identification: Al12
Data measured at: 9-Oct-2003 8:40:00

Diffractometer type: PW1710 BASED
Tube anode: Cu
Generator tension [kV]: 40
Generator current !mA % 20
h Alphal R 1.54056|
Wavelength Alpha2 [A]: 1.54439
Intensity ratio (alpha2/alphal): 0.500
Divergence slit: AUTOMATIC
Irradiated length [mm]: 12
Receiving slit: 0.2
Spinner: OFF
Monochromator used: YES

Start angle [°28]: 3.030
End angle [°28]: 89.910
Step size [°26]:. 0.060

Maximum intensity: 1317.690

Time per step [s]: 1.000

Type of scan: CONTINUOUS
Intensities converted to: FIXED

Minimum peak tip width: 0.00
Maximum peak tip width: 1.00
Peak base width: 2.00
Minimum gignificance: 0.75
Number of peaks: 51

Angle d-value d-value Peak width Peak int Back. int Rel. int Signif.

[°20] o1 [A] a2 {4} [°28] [counts] [counts] %]
10.775 8.2040 8.2244 0.240 180 59 13.6 1.00
16.790 5.2760 5.2891 0.300 38 26 2.9 1.23
18.830 4.7088 4.7205 0.600 23 21 1.7 1.34
21.740 4.0846 4.0948 0.300 67 18 5.1 1.73
22.865 3.8861 3.8958 0.300 92 17 7.0 2.13
25.850 3.4437 3.4523 0.240 441 15 33.5 3.93
28.080 3.1751  3.1830 0.240 130 14 9.9 2.21
28.910 _ 3.0858 3.0935 0.240 213 14 16.2 2.65
31.]50 2.8160 2.8230 0.240 1318 13 100.0 5.92
327195 2.7781| 2.7850 0.180 650 13 49.3 1.82
32.900 2.7201 2.7269 0.300 767 13 58.2 9.94
34.030  2.6323 2.6389 0.240 313 12 23.8 3.40
35.435 2.5311 2.5374 0.360 61. 12 4.6 3.51
39.170 2.2979 2.3037 0.240 72 12 5:5 1.70
39.820 2.2619 2.2675 0.240 292 12 22.2 3.93
41.975 2.1506 2.1560 0.180 69 11 5.2 4.96
43.840 2.0634 2.0685 0.240 56 10 4.3 1.60
45.305 2.0000 2.0050 0.240 42 10 3.2 1.25
46.695 1.9436  1.9485 0.240 335 9 25.4 4.00
48.090 1.8905 1.8952 0.240 130 9 9.9 2.64
48 .655 1.8698 1.8745 0.180 53 9 4.0 2.48
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Angle d-value d-valye Peak width Peak int Back. int Rel. int Signif.

fe28] @i [A] @2 [A] [°28] [counts] [counts]
49 515 1.8394 1.8439 0.300 119 8
50.535 1.8048 1.8091 0.240 180 8
51.28%5 1,7799 1.7844 0.240 125 8
52.100 1.7540 1.7584 0.300 123 8
53.185 1.7208 1.7250 0.300 132 8
54.390 1.6854 1.6896 0.240 14 7
55.860 1.6445 1.6486 G.300 59 7
57.145 1.6106 1.6146 0.240 36 7
58.280 1.5819 1.5858 0.420 19 7
59.910 1.5427 1.5465 0.240 3¢ 7
£0.455 1.5301 1.533¢ 0.240 3z [
61.660 1.5030 1.5067 0.300 56 6
82.975 1.4748 1.4784 0.300 61 6
64 .080 1.4520 1.4556 0.300 a5 6
65.000 1.4336 1.4372 0.240 61 &
66.385% 1.40760 1.4105 0.300 18 6
69.660 1.3487 1.3520 0.300 10 [3)
71.6358 1 .3163 13195 0.360 24 3
72.240 1.3067 1.3160 0.240 19 &
74.000 1.2799 1.2831 0.240 31 6
74.925 1.2664 1.2696 0.300 16 5
75565 1.2573 1.2604 0.240 40 5
77.050 1.2387 1.2398 0.420 42 5
78.165  1.2218  1.2249 0.240 34 5
81.810 1.1763 1.1793 0.360 12 L
83.415 11577 1.1606 0.360 25 g
84 .260 1.1483 1.1511 0.300 27 5
85.515 1.134¢ 1.1374 0.480 9 5
87.380 1.1151 i L 0.240 40 5
88 .4€5 1.1042 1.107Q 0.240 34 5

% Equacao usada para célculo, de acordo com Cullity, 1978:

A2 4 (K+hk+K) I?
4 [3. +a2+ +cz]

sen®0 =

onde, a radiagdo KaCu tem o valor de 1,54 A.

% Plano 21 1
sen’ (31,75 _ (1.54)° [4 (22421 412) | 12] => 0,1262
\2 4 L3 a® c?

0,0748 = 0,5929 | 1,38. 72,1
a®

01261 _ 933 , 1
a’ c?

0,1261a%c? = 9,33c°+a® => 0,1261a°c® -9,33¢® = a° => (0,1261a° -9,33)c® =a°

Ao a2 | = 1
0,1261a%-9,33

[%1]
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% Plano 711712

+

4 3 a C

sen2{32,19) _ (154 [4 NELFS RS LI ] => 0,1297

\ 2

0,0768 = 0,5929 [1,33 ._3_+_4_]
a®

0,1295 _ 399 , _4_
a° c?

0,1295 - 3,99c°+4a°

—_ -

a?c?

0,1295a%c? =3,99c® +4a%| =™/ 2

% Substituir 1 (c?) em 2

0,1295 - 3,99 + 4
a? a?

0,1261a%-9,33

01295 - 3,99 , _4(0,1261a°-9.33 (multiplicar por a*)

_==

a? a?

0,1295 a® = 3,99 + 4 ( 0,1261 a° - 9,33)
0,1295a° =3,99 + 4.0,1261 a® - 4.9,33
0,1295 a® = 3,99 + 0,5044 a® — 37,32
0,1295 a® - 0,5044 a® = 3,99 — 37,32
-0,3749 a° = -33,33

a® = 88,9037

a=9,4288

% Substituir o valor de a (9,42) em 1 (c?)

c? 88,9037

"~ 0,1261. 88,9037 - 9,33

¢®_ 88,9037
1,8807

c? = 47,2716

c=6,8754
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