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ABSTRACT

Natural systems are able to create organic-inorganic composites of remarkable
properties. Bone, for instance, presents properties that are found both in ceramics and
polymers. This effect is related to the organic matrix, which controls nucleation and growth
of calcium phosphate crystals, besides composite’s organization and architecture in
nanometric levels. In order to achieve a better understanding of this process, precipitation
of calcium phosphate was cartied out in a medium which contained small amounts of
alginate and chitosan, seeking to emulate the matrix effect. Caleium phosphates precipitaies
were obtained using two different concentrations of the biopolymer and one control sampile,
The experiments were divided in two groups, depending on the system’s initial pH. In the
first group, the starting pH was acid. However, part of the reaction medium was separated
and had its pH adjusted to an alkaline range. In the second group, the initial pH was
calculated in order to be in the rangé of hydroxyapatite stability. Characterization was
accomplished by scanning electron microscopy, X-Ray diffraction and Fourier-transform
infrared spectroscopy. The powders obtained in the first group were compose mainly by
brushite (CalP0O,-2H,0) and its anhydrous phase, monetite, CaHPOq. In the first group of |
experiments with alginate, monetite concentration was related mainly to the reaction
medium pH, suggesting that alginate-calcium interaction was strongly dependent on the
formation of complexes among carboxyl radicals and calcium, which avoided water
bonding. Chitosan-doped samples, on the other hand, seemed to be affected mainly by the
biopelymer concentration. Chitosan and monetite concentration seemed to be inversely
nroportional. This is attributed to the ionotropic effect, which reduced auto~diffusion and
consequently, calcium phosphate-chitosan interaction. These samples also possessed an
apparent degree of orientation, supposedly due to a coherent growth of calcium phosphate
crystals over heterogeneous nuclel. Alginate-doped samples obtained in the second group
of experiments presented reduced cristallinity, which was related to reprecipitation of the
crystals over biopolymers nuclei. Chitosan-doped samples, however, presented an Increase
in cristallinity. This may be attributed to a process of nucleation inside the gel, implying in

crystalline growth controlled by sterical effects.
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CAPITULO 1 INTRODUCAC

CAPITULO 1

INTRODUCAO

O corpo humano ¢ um dos maiores mistérios da natureza. A importdncia em
compreendé-lo é incontestivel, mas a tarefa nfo € das mais simples, pois o mesmo ¢
formado por um conjunto extenso de sistemas, dos mais variados tamanhos e tipos, que
interagem de forma altamente complexa e que, entretanto, resultam em um grande sistema
final que chama a atenglo por sua simetria, harmonia e equilibrio dindmico. Infelizmente,

este sistema também estd exposto a uma grande quantidade de problemas.

Por exemplo, o ser humano estd sujeito a acidentes ou doengas que podem, muitas
vezes, afetar Orgdos ou tecidos do corpo e, para ndo afetar o perfeito funcionamento do
todo, precisam ser parcial ou totajmente substituidos. Tal fato acarreta transtornos que
diminuem a qualidade de vida das pessoas, em um plano fisico e psicolégico. Surge entlo,

a necessidade de substituir as partes perdidas e minimizar o impacto.

Esta substituigio deve ser feita levando-se em conta as particularidades do tecido
atingido, tais como: tipo do tecido, carga suportada, meio no qual estd imerso, toxicidade
focal e sistémica, etc. [1,2]. Por exemplo, enquanto um polimero que incentivasse a
calcificacBo seria de grande utilidade em tecidos Osseos, sua aplicacdo no sistema
cardiovascular seria negativa, pois levaria a calcificagiio de vasos ¢ a posterior formagio de
trombos [2]. Fsse tipo de necessidade levou & criaciio da Engenharia Biomedica, uma
ciéneia que incorpora tecnologia e medicina, de forma que o methor da primeira tome

maximo o desempenho da filtima.
1.1 O Tecido Osseo

O primeiro passo no projeto de implantes ¢ observar a propria natureza do tecido
que se estd tentando substituir. O tecido ¢sseo, por exemplo, é formado por duas fases,
sendo uma inorgéinica e a outra orgénica. A (ltima, que representa cerca de 30% em peso
do tecido, consiste principalmente em uma matriz polimérica composta por fibras de

i



CAPITULO 1 INTRODUCAO

coldgeno, associada a um liquido conhecido como substincia fundamental, composto por
proteoglicancs como condroitina-sulfato e dcido hialurdnico, que aparentemente regula a
deposicdo da fase inorgdnica. Problemas na producdoc desse liquido podem resultar em

doengas como a gota. Essa fase representa cerca de 30% do total {3].

J& a composicio da fase inorgnica é, de certa forma, controversa {1,3]. Acreditava-
se, apds estudos de difragdo de Raios-X, que esta fase fosse composta de hidroxiapatita [3].
Isto ndo ¢ estritamente verdadeiro. A hidroxiapatita (HA), Cao(PO4 (O, € um
composto de estequiometria e cristalografia definidas. As apatitas, que sio comumente
encontradas em calcificages normais, ou seja, ossos ¢ dentes apresentam importantes
diferengas, Tém foérmula geral semethante 3 da hidroxiapatita, (Ca,Z}10(PQs, Y 16(OH.X),,
sendo X, Y e Z substituintes. Estas substituigdes, que dependem do local e funcio do
tecido, fazem com que este material seja nfo-estequiométrico ¢ de cristalografia nio muito
bern definida, o que afeta de forma impar suas propriedades. No osso, por exemplo,
ocorrem, entre outros substituintes, o sédio, 0 magnésio e o carbonato [4], E interessante
observar que sfo encontrados muitos outros fons substituintes, entre eles estréncio e zinco.
Obviamente, estas substituigSes sdo afetadas pela exposiciio do individuo ac ambiente ( no
caso de exposi¢ho 4 radiatividade pode chegar a haver substitui¢io por urdnio ¢ plutdnio), e
em alguns casos pode existir relagiic com sarcomas osteogénicos [3]. Outro aspecto
importante ¢ a morfologia da fase inorginica. Cada cristal tem cerca de 400 A de
comprimento, de 10 2 30 A de espessura e cerca de 100 A de largura. Ou seja, sio

nanocristais.

Assim, a hidroxiapatita sintética apresenta algumas diferencas significativas quando
comparada as apatitas naturais, relacionadas principalmente 4 presenga de substimintes,
cristalinidade e morfologia. Essas diferengas resultam em uma atividade fisiologica
diferenciada, mas que mesmo assim resulta em grande bioatividade, devido 3 sua grande
semelhanga quimica com os fosfatos de cdleio bioldgicos. Uma comparaciio entre a
composi¢do e as propriedades cristalograficas da hidroxiapatita sintética, estequiométrica e

altamente cristalina, esmalte ¢ osso humano ¢ apresentada na Tabela 1.1 [1].

Cada fosfato de célcio apresenta composicio e estrutura cristalina especifica, o que

2



CAPITULO 1 INTRODUCAD

afeta dirstamente as suas propriedades, tornando determinados compostos mais adequados
para bioaplicaces. Exemplos de fosfatos de célcio de relevéncia bioldgica s8o a brushita
ou fosfato dicaleio dibidratado (CaHPO4-2H20), a monetita ou fosfato de cdlcio anidro
(CaHPO,), o fosfato de caleio octacdleio (CagHaPO, SH20), o fosfato de céleio tricdlcio
(TCP,Cas(PO4),), a hidroxiapatita (Cajo(PO4)(OH)y) & o fosfato de calcio amorfo [5]
Ouando em contato com fluidos corporais, o fosfato de cdlcio pode ser reabsorvido ou
transformado em outre fosfato cdlcio mais estdvel. Durante a etapa de dissolugio,
supersaturagdes locais de céleio e fosforo irfio aparecer, levando & reprecipitagio de outras
fases. Por exemplo, a dissolugiio da hidroxiapatita pode levar 4 reprecipitacio de fosfato
octacdlcio e fosfato de caleio amorfo, dentre outros, dependendo das condiges de pH,
temperatura ¢ concentragdo do melo [4]. Sabe-se que diferentes fosfatos de calcio possuem
diferentes solubilidades, por exemplo, a-TCP é mais soluvel que B-TCP que por sua vez €
mals solivel que hidroxiapatita pura e cristalina [4,6, 3]. A hidroxiapatita é, portanto, pouco

soltivel.

Tabela 1.1; Comparagio entre composigio e parfimetros cristalograficos do esmalte dentano, osso cortical e

hidroxiapatita sintética.

Esmalte Osso HA
Constituintes {(wWt%) |
Calcio 36 24.5 39.6
Fasforo 17.7 t1.3 18.5
Razio Ca/P 1.62 1.63 1.67
Sédio 0.5 0.7 {ragos
Potéassio 0.08 0.03 tragos
Magnésio 0.44 0.55 1racos
Carbonato 3.2 5.8 -
Fluoreto 0.01 .02 -
Cloreto 0.3 0.1 -
Pardmetros Cristalogrdficos
a(A) 9441 9.419 9.422
e (A) 6.882 6.880 6.880

Cristalinidade (%) 7873 33.37 160

Tad



CAPITULO 1 INTRODUCAD

1.2 Tipos e Mecanismos de Caleifica¢iio nos Organismos

A calcificagdo € um processo complexo, intermediado por diversas proteinas e
organeias, sendo extremamente sensivel a condicdes do meio. Pode vir a ser desejavel ou
nao, dependendo da forma e local em gue ocorra. No caso do 0880, ocorre inicialmente a
producdo de coldgeno e outras substdncias pelos osteoblastos [3]. A fibra de colageno age
como mairiz para a formaciio de nicleos de fosfatoz de caleio, gque dio origem a fases
cristalinas, como a brushita [3]. Apés a precipitacio inicial ocorre um mecanismo de troca &
substituigdo que, apés um periodo de virias semanas resulta na formacgac dos cristais de

apatita. O mecanismo de deposicio desses sais no coldgeno ndo é bem compreendido,

Esse processo de deposigio Gssea ocorre de forma continua durante toda a vida. £
importante observar que a presenca de osteoblastos depende da cristalinidade da fase
inorganica. Por exemplo, o esmalte dos dentes ¢ altamente cristalino, devido 3 substituicio
por dnions fluoreto. O tipo de substituinte afeta esse indice de cristalinidade. E interessante
observar que o habito mederno de se incorporar flfior 3 dgua tratada deriva da observagio
de que, em algumas regiGes, a incidéncia de céries era extremamente reduzida. Uma
pesquisa mais detathada provou que esse fato advinha da dgua normalmente consumida
nessas regides, que era uma agua mineral rica em fluoretos. A continua exposicio a esses
sais resultava em um esmalte com maior indice de substituigio por esses antons, mais
cristalino e, portanto, menos sujeito ao ataque bacteriano. Infelizmente, devido a esses
aspectos de sua composig@io, o esmalte apresenta um baixo namero de ostecblastos,

tomando minima sua capacidade de regeneracéo [3,7].

No organismo, hé produgio continua de mais tecide 6sseo para compensar o
desgaste natural do material. Entretanto, a0 mesmo tempo em que este novo tecido ¢
formado, o equilibrio dindmico do organismo exige que o antigo seja continuamente
absorvido, funclio esta exercida por grandes células multinucleadas denominadas por
osteoclastos. Esse processo, além de renovar o tecido, permite que o calcio e o fosfaio
sejam aproveitados em outros pontos, jé que os ossos sde o grande depdsito desses

elementos em nosso organismo [31.
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E interessante notar que os processos de produgdo e absorgdo encontram-se
naturalmente em equilibrio. A osteoporose ¢ justamente um processo de descalcificagiio
dssea resultante de uma menor atividade osteobldstica, que nfo € acompanhada por uma
redugiic simultdnea na atividade dos osteoclastos. Um dos tratamentos empregados ¢
justamente reduzir a atividade osteocldstica com o uso de bifosfonatos, que promovem a

apoptose (suicidio celular) dessas células, ajudando a restaurar o equilibrio {8].

A discussdio desse mecanismo de absorg@o/deposiciio € de grande importincia no
projeto de implantes sseos, pois, come foi discutido anteriormente, diferentes fosfatos de
caleio apresentam diferentes taxas de absorgio fisiolégica. Assim, a taxa de aposigo Ossea
deve ser igual & taxa de absor¢do do implante pelo organismo. Caso isso o ocorra, ha
possibilidades de formagio de defeitos. Uma das formas de regular essa taxa de absorgio é
a produgdo de cerimicas bifisicas, que contenham B-TCP e HA. Como a primeira ¢ mais
facilmente absorvivel que a segunda, o g:rmtm}e da razdo dessas duas fases permite regular

melhor a taxa de absorgfo do implante {9].

Enfretanto, nio € apenas nos fecidos Osseos que ocorre a caleificagiio. Existem
também as chamadas calcificacbes anormais. A arteriosclerose ¢ a calcificagfio dos vasos
sanguineos, que pode resultar na interrupgdo do fluxo sanguineo e na formacdo de trombos.
Além disso, certas dietas ou condigfes, como ¢ hiperparatireoidismo, podem resultar em
um excesso de calcio e fosfato no organismo, que se precipitam nos rins formando caleulos
[3]. Ou seja, no projeto de vasos artificiais ou hiomateriais que fiquem em contato com o
sangue, deve-se tomar grande cuidado para que o mesmo iniba o processo de caleificaggo.
E comum, por exemplo, a insergfio de valvulas cardiacas artificials que precisam ser
trocadas porque houve deposigiio de fosfatos de caicio sobre a mesma, podendo mesmo
resultar na formacio de novos trombos. Uma melhor compreensiio do processo de
calcificagiio poderia aumentar a vida Gtil desses materiais e diminuir o tranma devido a

seguidos procedimentos eirlirgicos,
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1.3 Compdsitos Natarais

Um dos grandes problemas na utilizacio de fosfatos de cilcio em Engenharia
Biomédica é que, justamente por sua natureza cerimica, estes possuem baixa tenacidade e
sio passivels a sofrerem fratura fragil. Dessa forma, em situagdes de solicitagdo mecénica,
costuma-se utiliza-los apenas como recobrimento de implantes metalicos, como o fitdnio,
de forma a aumentar a bioatividade. Entretanto, a presenca de metal no organismo, apesar
de necessaria, ocasiona problemas. Deixando de lado possiveis complicagBes como rejeiclio
¢ toxicidade local e sistémica, pode-se citar novamente os mecanismos de aposicio dssea.
Um dos mecanismos reguladores da atividade osteobléstica é a solicitagdo mecénica do
0s30. Assim, uma perna fraturada sofre uma descalcificacdo de até 30% em poucas semanas
Justamente devido & sua inatividade, que inibe a acio dos osteoblastos [3]. No caso de um
implante metélico, os ossos sio submetidos a uma solicitagio mecAnica diferente,
justamente devido as naturezas dispares dos dois materiais, podendo levar a problemas de
calcificagiio. O ideal seria ter um material que tivesse resistdneia mecénica semelhante 3 do
0sso, incluindo sua capacidade de sofrer deformacio elastica. A pergunta € se ¢ 0sso
possui uma percentagem tio grande de um fosfato de célcio, que € um material cerimico,

por que € mais tenaz do que as cerdmicas?

A, resposta esta na propria forma que o tecido ésseo & produzido. O fosfato de caleio
esth ligado & matriz de coligeno, formando um material composito, com uma arquitetura
finamente controlada em nivel molecular [10]. Assim, o material formado apresenta
propriedades intermedidrias entre os dois, apresentando resisténcia mecanica (devido &
presenca da fase inorginica) e boa tenacidade (devido ao coldgeno). Nesses casos, a matriz
polimeérica afeta o tamanho, a forma, a orientagiio e até mesmo a composigio de fases das
particulas formadas provendo sitios de nucleagiio, regulando a concentraciio local dos fons

e inibindo determinadas reagdes [11].

Essa associagdo, que resulta em materiais suf generis, nio é incomum na natureza.
A carapaga dos crusticeos € formada pela associagio da quitina, um polissacarideo, com
carbonato de cdlcio. Os corais formam seus exoesqueletos através da manipulacio da

concentracdo de cilcio e carbonate no ambiente marinho, que é normalmente metaestavel,

6



CAPITULO 1 INTRODUCAD

formecendo sftios para nucleaglo ¢ crescimento através de sua matriz polimérica, em um
processo que ¢ eminentemente dependente do equilibrio do didxide de carbono entre
atmosfera e oceanos. Assim, hd nucleacio de pequenos cristais de calcita, sobre 03 quais
crescem posteriormente cristais de aragonita [12]. O ndcar ¢ formado pela associaglio de
ama fase orginica, a conchioling, um material protéico rico nos aminodcidos alanina e

glicina, associada com diversos polissacarideos, ¢ cristais de carbonato de cdleio [13],
1.4 Biomimetismo

A perfeicio com que os compdsitos naturais adaptam-se as suas fungBes despertou
interesse para a chamada biomimética, que &, como definida por Green ef ¢l [14], “o
estudo da estrutura, fungfio e otimizagio de materials e sistemas biolégicos que nspiram o
projeto de materiais sintéticos analogos”. Assim, o proprio uso de hidroxiapatita como
material para enxerto 6sseo € um exemplo simples de biomimética, pois esse material tenta
copiar a composigio quimica desses tecidos.

Dois aspectos sfo fundamentais no biomimetismo: reconhecimento molecular e
auto-organizagio [15]. Os dois aspectos sfio bem exemplificados no trabalho de Walsh of
al. [16], no qual microemulses de bicarbonato de sodia em Gleo, estabilizadas por um
surfactante, dio origem a uma estrutura especial: esferdides ocos. Deve-se isso a0
agrupamento das emulsSes como micro-gotas (auto-organizagio); o também a aglo dos
grupos funcionais do surfactante, onde ocorre o processo de nucleagio e crescimento dos
cristais de vaterita (reconhecimento molecular), que é uma forma cristalina metaestavel do
carbonato de calcio.

Apesar do nome, o biomimetismo ¢ amplamente utilizado na fabricagho de
microsensores, chips e estd profundamente refacionado a avangos na nanotecnologia. Yoo
et af. {17] wiilizaram téenicas de biomimética para produzir microdiafragmas para uso em
equipamentos como microvalvulas ¢ bombas. Khomutov er al. [18] utilizaram dcido
estedrico, uma molécula anfotérica, para criar filmes planares, nanoestruturados, capazes de
agir come semicondutores.

Relacionado a esse topico estd a eclaboragfio de micropadrbes. O objetivo dessa
técnica é criar microregides na superficie de um substrato, de forma que este mantenha

regiSes que interajam diferentemente com o ambienfe. Uma das téenicas de obtenglo ¢

e
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através de fotolitografia [19]. Nesta técnica, uma mdscara € colocada sobre uma superficie
que ¢ tratada com radiagiio UV. As regiBes expostas apresentam propriedades diferentes,
permitindo, por exemplo, a ocorréneia de reacSes de polimerizacio [20] e produzindo

padrBes como o mostrado na Figura 1.1,

Figura 1.1: Padrdes obtidos por fotolitografia [74].

A utilizacho de técnicas biomiméticas no projeto de biomateriais ¢ ainda mais
importante. A compreensio dos fenbmenos f{isiolégicos ¢, por si sé fundamental para o
projeto de biomaterias. Quando associado ao melhoramento das respostas in vivo através da
incorporagdo de aspectos de reconhecimento molecular e auto-organizacdo, obtém-se
materiais com bioatividade geralmente muito superior aos de origem. Por exemplo, o
tratamento de titAnio com NaOH seguido por tratamento térmico produz um titanato de
sGdio que apresenta alla bioatividade, devido 4 funcionalizagdo da superficie , sem redugio

das propriedades mecénicas [21].

1.5 Motiva¢fo 4 Pesquisa/Estado da Arte

Apesar de ser um material muito importante do ponto de vista biomédico, os
fosfatos de célcio nfio sfo facilmente sintetizados. Tsso ocorre, em parte, pela propria
multiplicidade de fases cristalinas que podem surgir. Além disso, os processos de obtengio
sdo geralmente muito sensiveis a fatores externos ¢ nem sempre geram resultados
reprodutiveis. Como ¢ de extrema importdncia que a composigiio quimica e distribuiciio de

fases seja finamente controlada para garantir um desempenho adequado, vé-se que essas
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dificuldades na sua produgfo podem ser extremamente prejudiciais de um ponto de vista

escondmico e indusirial.

Outro fator que restringe sua utilizaglo é a propria limitagio na aplicagio desse
material devido a suas propriedades mecénicas, Proteses cerdmicas devem ser sempre
aplicadas em situacBes de baixa solicitagio mecdnica. Isso complica o projeto e leva &

introdugo de outros tipos de préteses, como as metélicas, que acarretam novos problemas.

-

E logico que, em face de todas essas complicacBes, procuremos estudar e entender
um caso em que esses problemas estejam adequadamente resolvidos. Os tecidos Osseos
desempenham o seu papel perfeitamente atraves da associagfio de componentes cerimicos e
bopoliméricos, Compreender como se dé esse processo permitiria ajudar a reproduzir esse

processo artificialmente.

Além disso, os biopolimeros afetam a distribuigdo de fases ¢ morfologia dos
materiais, através dos processos biomiméticos. Existe a possibilidade de que seu uso na
sintese de fosfatos de célcio permitisse formular novos processos, com melhor controle das

propriedades dos produtos finais.

Finalmente, um melhor entendimento de como se dé o processo de caicificacio in
vitro pode contribuir em entender e evitar as ditas calcificagbes anormais. Assim, seria
possivel selecionar alguns fatores que devem ser evitados no projeto de materiais em

contato com o sistema cardiovascular,

Dessa forma, dada a importincia dos compostos de calcio na Engenharia
Biomédica, ¢ a importdncia que os biopolimeros exercem nos processos naturais de
calcificagfio, a proposta desse trabalho ¢ estudar os efeitos de dois biopolimeros em um
processo de obtencBo de fosfatos de calcio por precipitaglo. Neste trabalho escotheu-se o
alginato e a quitosana. O primeiro ¢ extraido primariamente de algas marrons, como a
Laminaria hyperborea ¢ a Ascophyilum nodosum, representando cerca de 40% de seu peso
seco. Encontra aplicacdes na industria de alimentos, cosmética ¢ biomédica, inclusive na
produclo de vacinas de agfo local e liberac®o controlada de firmacos [22].0 segundo €

produto direto da desacetilagfio da gquiting, que por sua vez € um polissacarideo encontrado

9
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ne exoesqueleto de insetos, como a barata, e de crusticeos, como o camario. A quitosana é
utilizada como complemento alimentar e estd sendo estudada para infimeras aplicacdes
biomédicas.Assim, esses dois compostos foram escolhidos por sua abundancia, por suas
propriedades bioquimicas e aplicagBes biomédicas, além do seu provével potencial

scondmico.

NH y)

H NH2 M

Figura 1.2: Estrutura do {a) alginato e da (b) quitosana.

E fato que, na natureza, nenhum desses dois biopolimeros toma parte de processos
de calcificagfio com fosfatos de cdlcio. A quitina participa da calcificagio com o carbonato
de calcio. As matrizes orgénicas que executam este processo na natureza sfio as proteinas.
Entretanto, uma série de fatores depe contra a utilizagio destas em um trabatho que visa
tentar entender o processo de calcificagfio ¢ a0 mesmo tempo obter novos processos ou
conceitos para obtengfio de biomateriais que possam ter alguma aplicabilidade. O primeire
fator a ser considerado € a prdpria natureza da proteina. Sabe-se que estas exercem um
papel fundamental na regulaciio dos processos bioquimicos (como as enzimas) e formacio
de estruturas (coldgeno, conchiclina), Sua estrutura é complexa, com quatro niveis de
arranjo espacial diferenciados, mas s#o compostas por mondmeros relativamente simples
conhecidos como aminodcidos, que tém como principal caracteristica seus dois
grupamentos, amina e carboxila [13]. Por sua vez, os biopolimeros escolhidos apresentam

urn arranjo estrutural bem mais simples, como pode ser visto na Figura 1.2, e apresentam os
10
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mesmos grupamentos das proieinas separadamente (alginato - carboxila e quitosana -
amina}. Ou seja, simplifica-se o problema e isola-se o efeito dos grupamentos. Além disso,
ndo ¢ simples trabathar com proteinas mantendo seu arranjo espacial intacto, e processos
que porventura as imérp@rﬁm serdo necessariamente mais complexos. Finalmente, 2
presenga de proteinas estranhas pode levar a formagéo de fibrina, processo que € regulado

pela presenca do fon caleio,

Estudos anteriores do efeito desses biopolimeros e de outros polieletrdlitos na
calcificagdo 14 foram feitos. Beppu e Santana [24] estudaram a calcificagfo sobre filmes de
quitosana, ¢ descobriram que esta ¢ fortemente dependente do pH, sendo mais intensa em
pHs maiores. Os depdsitos ocorrem através de um mecanismo de nucleagfio e crescimento
em sitios especificos da membrana, relacionados 4 presenca de cargas pontuais [24,25].
Diferentes concentrages de célcio ¢ fosforo na solugio-mie também afetam a morfologia
dos precipitados [53,69], sendo que no caso de solugdes ricas em fésforo esses apresentam
grande inferconectividade. Isso ocorre, segundo Beppu ef al [69], ou devido a uma melhor
interconectividade enfre a matriz e o precipitado, levando a uma redugfio da energia livre de
mucleagdo desse processo; ou a um maior tamanho crftico dos nicleos formados em solucio
ricas em caleio. De qualguer forma, a energia livre de nucleagiio heterogénen nas fases ricas

em f6sforo € menor que das fases ricas em célcio.

Em outro trabaiho de Beppu e Santana [26], a membrana de quitosana foi
modificada pela adigfio de poli(acido acrilico), resultando em uma adi¢do liguida de fons
carboxila. A taxa de calcificacBo aumentou, provavelmente pela adiglio de sftios de
nucleagfio. Também houve uma modificagfo na cristalinidade das fases, tornando claro que

a matriz influencia a orientagfio cristalografica dos depdsitos,

Cuires trabathos evidenciam o wso de outros polieletrdlitos em  sistemas
semelhantes. Jada e Verraes [27] utilizaram poliestireno sulfonato para afetar a precipitagio
de carbonatos de calcio. As particulas obtidas foram modificadas tanto em sua composicio
de fases, com a presenga da fase metaestivel vaterita, quanto na sua morfologia,

apresentando uma distribuigio mais uniforme de tamanho. O primeiro fator fol atribuido aa

11
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estabilizagio da vaterita, que ¢ a fase inicial formada no processo de formagdo da calcita. O

altimo efeito foi atribuido as cargas do polieletrélito sobre a superficie das particulas.

Alguns processos utilizados para obter fosfatos de cdlcic na presenca de
biopolimeros s&o mostrados na literatura. Yamaguchi ef al. [27] preparou hidroxiapatita por
co-precipitagdo com as seguintes proporgdes de quitosana: 0, 20,50 e 80%.0s compésitos
apresentaram variagBes cristalograficas - menor cristalinidade- e morfolégicas — orientacdo
em relagho ao eixo ¢ da hidroxiapatita - crescente com o sumento de quitosana. As
propriedades mecdnicas sofreram uma melhora considerdvel. Lin er al [28] produziram
compositos alginato/HA através da simples imers@io do altimo em um gel do segundo, e
ainda assim houve alteragbes morfoldégicas no material. Chang e af. [29] produziram HA
na presenga de alginato por coprecipitagfio, utilizando entre 5 e 40 g de alginato, e
obtiveram forte orientaglo cristalogrifica. Com algumas excegdes, esses trabalhos tiveram
como foco principal a produgfio do compdsito em si, e ndo o estudo do processo de

calcificacdo,

Na maior parte dos trabalhos mencionados anteriormente, os biopolimeros
participaram do processo na forma de filmes ou foram largamente incorporados ao processo
de precipitagfo. Seria interessante observar o efeito dos biopolimeros em pequenocs niveis
de concentragho, quando eles pudessem ser considerados apenas aditivos ou dopantes. Isso

gjudana a isolar alguns efeitos e a ter um quadro mais completo do processo biomimético.

Através de uma melhor compreensio do processo de calcificagdio sobre os
biopolimeros espera-se obter também um maior controle sobre o8 processos de obtencio
dos fosfatos de cdlcio por precipitagiio, obtendo biocerimicas mails bem projetadas, além de

poder sugerir novas aplica¢des aos biopolimeros estudados.
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CAPITULO 2

OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

bstudar como a presenga de biopolimeros afeta a formacio dos fosfatos de cdleio

gbtidos por um processo de precipitacio. Diferenciar os efeitos das funcionalidades dcidas

{grupo carboxilico) dos efeitos das basicas (grupo amino) e obter informacfes sobre como,

uttlizando-se  esses polimeros, obter-se um melhor controle sobre o processo de

precipitagfo.

2.1. ORJIETIVOS ESPECIFICOS

. Realizar ensaios de precipitagfo para obtenciio de fosfatos de calcio

na presenga ¢ auséncia dos biopolimeros quitosana ¢ alginato, em

meio sem ajuste inicial de pH, e com ajuste posterior.

Realizar ensaios de precipita¢io no pH de estabilidade da
hidroxiapatita na presenca e auséncia dos biopolimeros quitosana e

alginato.

Caracterizar as fases presentes no substrato obtido através de
difracio de raios-X (DRX), espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR) e microscopia eletrfnica de

varredura (MEV).

. Caletficacfio ¢ sinterizacfo do substrato obtido em temperaturas de

550 e 1000°C. Caracterizacdo do material por DRX para

determinacio da nova distribuigdo de fases,

Sinterizacdo do subsirato obtido na temperatura de 1000°C. Re-
caracterizagfo do material por DRX para determinagiic do efeito

dos biopolimeros na formagio de Cerimicas Bifésicas.
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6. Relacionar as variagBes nas propriedades do substrato com as
propriedades de solugdio dos biopolimeros. Utilizar essas relacdes
de forma a poder realizar avaliagBes simplificadas das propriedades

in vivo,

7. Elaborar métodos que utilizem os biopolimeros anteriormente
citados na obtengio de hidroxiapatita e cerimicas de fosfato de
calcio bifasicas, de forma a adquirir methor controle sobre o

produto final.
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3 LBIOMATERIAILS

Datam de muito tempo atrds as tentativas do homem de utilizar materiais para
substituir partes perdidas do corpo. Os chineses, astecas e romanos ja utilizavam ouro como
préteses dentais hi mais de 2.000 anos atras. Muitos experimentos foram feitos, e em um
procedimento que era quase de tentativa-e-erro, materiais adequados eram descobertos, ao
mesmo tempo em que uma melhor compreensio dos mecanismos de resposta fisiologicos
era adquirida. Por exemplo, durante a segunda guerra mundial, estilhagos de poli(metil
metacrilato) da cabine por vezes atingiam os olhos dos aviadores. Os médicos notaram que
este material provocava apenas uma reacdo leve do organismo. Na cirurgia cardiovascular
tentou-se utilizar Dacron® (tecido que deveria ser, segundo a sugestio de um livro-texto da
época, adguirido pelo médico na rﬁercearﬁa local) a Vinyon N®, usado na confeceido de

para-quedas [2].

O proprio termo “biomaterial” € de origem imprecisa. Acredita-se que tenha
surgido, ou pelo menos adquirido seu sentido atual, por volta dos anos 60. H4, ainda,
numerosas definicdes. Uma delas ¢ a publicada por Williams, em 1999, conforme a
tradugdo abaixo [30,31]: “qualquer substincia, excluindo-se drogas, ou combinacio de
substincias, sintética ou natural, que pode ser usadas por qualquer periodo de tempo, como
todo ou parte de um sisterna que trata, aumenta ou repde qualquer tecido, 6rgio ou funcio

do corpo™.

A definigfo acima inclut uma grande quantidade de dispositivos, das mais diversas
formas, fun¢Oes e naturezas. Isso € estritamente necessdrio, visto que cada tecido possui
necessidades especificas e val interagir diferentemente com o implante, A Tabela 3.1 d4

exemplos de aplicagbes e o tipo de material utilizado em cada uma [21.
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Tabela 3.1 Exemplos de Biomateriais ¢ Aplicagtes — adaptada de [2].

Aplicacio

Material

Ortopédicas
Protese de Fémur

Reparo de Defeitos Osseos

Ligas de Titdnio

Cerdmicas de Fosfato de Calclo

Cardiovascular
. - . » S .
Yasos artificials Teflon®, Poliuretano

Vialvula Cardiaca Carbono, Valvulas Cardiacas de

Suinos
Orgaos Artificiais
Pele Compdsitos de Coldgeno
Coragdio Artificial Titénio
Oftalmolégicos
Lentes de Contato Hidrogel
Bandagem Cdrmea Coldgeno

Ou seja, cada material ¢ colocado em contato com um tecido com o qual ele possa
interagir adequadamente. Esse € o conceito-base de biccompatibilidade, como foi definido
por Williams em 1987 [30]: “Biocompatibilidade ¢ a capacidade do material de atuar com

uma resposta adequada do hospedeiro em uma aplicac@o especifica”

E importante observar que um material, mesmo sendo biocompativel, pode exibir
respostas diversas do tecido hospedeiro. A Tabela 3.2 apresenta o tipo de cada reagéio e

suas caracteristicas comuns [2].
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Tabela 3.2: Formas de interagio dos implantes - adaptada de [2]

Tipo de Interacio Reagho do Tecido Hospedeiro

Téxica Morte do tecido circundante

Formagfo de uma cdpsula de tecido

Bioinerte ‘
{ibroso envoivendo o implante.
Bioativo O tecido se liga ao biomaterial.
, ) O implante é dissolvido, sendo
Bioreabsorvivel

substituido novamente por tecido.

U tipo de interface formada tem grande impacto no desempenho do biomaterial. Por
exemplo, a formagdo de tecido fibroso nfio ¢ 130 importante em implantes submetidos 3
firme compress#io, mas pode levar ao afrouxamento ¢ conseqilente falha do mesmo, se

colocado em situagbes onde o tecido apresenta movimento freglientemente.
3.1.1 BIOCERAMICAS DE FOSFATO DE CALCIO

As primeiras cerdmicas utilizadas como biomateriais foram a alumina e a zircdnia,
devido a sua boa biocompatibilidade, alta resisténcia ao desgaste, boa resisténcia mecénica
¢ excelente resisténcia a corrosfio, derivada de uma cinéiica reacional extremamente lenta.
Ainda sfo amplamente aplicados em proteses de quadril, por exemplo, A sua bioinércia

representa, entretanto, uma limitagdo em suas aplicacOes.

Os fosfatos de cdleio apresentam um tipo totalmente diferente de interacdio. Sua
semelhanca & fase inorghnica dos tecidos Osseos toma-os bicativos ou  mesmo
bioreabsorviveis, dependendo da distribuigio de suas fases cristalinas, da drea superficial,

da cristalinidade, dentre outros [32]. Alids, ¢ possivel a formaciic de grande quantidade de
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fases, dependendo da razfio entre célcio e f6sforo, como mostrade na Tabela 3.3, adaptada

de [33].
Tabela 3.3: Tipos de Fosfatos de Caleio {33}
Razdo Ca/P Nome Férmula
2.0 Fosfato Tetracdlcio Ca 0Py
1,67 Hidroxiapatita Capg(POgs(OH)
1,50 Fosfato Tricédlcio (o,B,v) Caz(POys)
1,33 Fosfato Octacalcio CazHa(PO4)s 5HO
1.00 Fosfato Dicdleio E?;hidratado ou CaHPO,2H,0
Brushita
.00 Fosfato Dg{;:aicg(‘) Anidro ou CaHPO,
onetita
1,00 Pirofosfato de Céaleio («,B,7) Ca PO
1,00 Pirofosfato de Caleio Dihidratade Ca;P,0,2H;0
0,7 Fosfato Heptacalcio Cay POk
0,5 Metafosfato de Célcio (o,pBon Ca(POs)y

Esta multiplicidade de fases ¢ uma das grandes dificuldades ac se trabalhar com

fosfatos de célcio. Primeiro, em relac3o & propria conversfio que pode ocorrer entre esses

compostos em condigBes reacionais e que sfo, em alguns casos, indesejaveis. Por outro

lado, os parimetros de rede desses sdo muito semelhantes, e uma identificacio precisa pode

nio ser possivel apenas com técnicas relativamente simples, como a difragfo de raios-X.

Desta forma, € necessario que por vezes sejam utilizadas técnicas mais avangadas, como a

microscopia eletrdnica de transmissio de alta resolugfio, o refinamento de Rietveld e a tuz

sincrotron {33, 34,351

A hidroxiapatita (HA) € muito semelhante a fase mineral do osso, apresentando por

isso, propriedades como biocampatibilidade, bicatividade e osteocondutividade. Sua

morfologia assemelha-se a agulhas, provavelmente devido a um arranjo preferencial em
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diregdo a um dos elxos cristalinos. Sua simetria € hexagonal e pertence ao grupo espacial

Po/3m. {6, 36]. A Figura 3.1 (extraida de [33]) mostra sua estrutura cristalina.

e

Y

8

s

Fe

Cag,(PO,)(OH),

Figura 3.1: arranjo cristalino da hidroxiapatita {331

Pode apresentar diversas substituigdes, formando compostos como a hidroxiapatita
caleio-deficiente e a carbonato-substituida. Tipicamente, apatitas apresentam de 5 a 8% em
peso de carbonato, além de substituices por fons como magnésio, sédio, potdssio, fluoreto

e cloreto {37].

A hidroxiapatita ¢ aplicada em biomedicina para preenchimento de defeitos dsseos ¢
recobrimento de implantes metdlicos {como o de f8mur), de forma a aumeniar a
ostecintegracio [38]. Entretanto, dentre o§ fosfatos de cdleio, € um dos menos soliveis,

fornando-o inapto para uso isplado como material bioreabsorvivel,

A brushita ¢ encontrada no corpo humano, tanto na formagfio da fase Ossea quanto
em caleificagdes anormais, como cdleulos renais. E estavel em pls fracamente Acidos
{entre 4 ¢ 6} e pode ser usada como precursor da hidroxiapatita. Tambdm é normalmente

associada a monetita, que € a forma anidra desse fostato[371].

O fosfato tricalcio (TCP) apresenta dois polunorfos principais, denominados « ¢ B.
Acreditava-se que neshum deles pode ser obtide por precipitagfio, devido a sua
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instabilidade em 4gua. sendo normalmente obtidos a partir de apatitas com deficiéncia em

calcio, guando estas sfo aquecidas acima de 700°C, segundo a reagfo:
Ca%{}..XMIX(P04)&-3{(1{?@4)?(0}{}2 ad C&;{}{P(}zﬂﬁ((}}“ﬁ)g + C&g(P O.@)g
onde M £ um cition célcio-substituinte,

A fase ¢, por sua vez, 86 é'é:bt:iﬁa a;ﬁ- temperaturas aciraa de 1125°C, Quanto maior
a deficiéncia de cdlcio, maior a quantidade de TCP fé;ma{?a [9], sendo que essa deficéncia
¢ funclo das condigGes de prep&m@é@({:@mm serd discutido édiénte, 0§ processos de
obtenclo apresentam, muitas, vezes ;‘epmé‘utibiiiﬁa{ie-_%imit&d& o que dificulta a obtengio

de implantes mais precisamente projetados.

Os fosfatos tricdlcio tém grande importdncia em engenharia biomédica. SHo muito
mals solfiveis que a hidroxiapatita, por isso sdo usados freqlientemente associados a essa na
fabricagdc de cerfimicas bioreabsorviveis. Controlando a razfio entre HA e B-TCP controla-
se a taxa de solubilidade do implanie, que a0 mesmo tempo em que se degrada, libera {ons
cilcio ¢ fosfato no organismo, sendo estes usados na reconstrucio do tecido {|. Esta

associagBo é conhecida como cer@mica bifasica (BCP, Biphasic Calcium Phosphate).
3.1.1.1 Processos de obtenciio dos fosfatos de caleio

Existem intmeros méiodos para preparar fosfatos de cdlcio. Cada um apresenta
certas vantagens e desvantagens inerentes, sendo que a escotha de qualquer destes vai
depender da otimizagiic de fatores como qualidade/quantidade descjada e capital

disponivel.

Téenica do Aerosol: é um método capaz de produzir particulas com {ino controle
de parfmetros como morfologia e tamanho de particula. Nesse caso, célcio e fosfato sio
introduzidos em um reator de pirdlise como uma fina névoa, permitindo uma mistura
altamente eficiente, em nivel atdmico. Um tratamento térmico posterior permite novas
modificacBes em parimetros como textura [40]. E um processo que exige equipamentos

especiais € pessoal altamente especializado, nfio sendo de implementagiio simples.
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A moagem mecdnica tem origem na década de 60, desenvolvida inicialmente para
fabricaglo de ligas ODS (oxide dispersion strengthening) para turbinas de avifio [411. O
equipamento basico para essa técnica € o moinho de bolas de alta energia. Dentro desse
moinho ha jarras, onde s3o colocados os reagentes e as bolas. A rdpida movimentagio das
Jarras provoca o choque entre as bolas ¢ os reagentes, ¢ a alta energia do impacto,
adicicnada & energia do atrito, Induz a reaciio quimica. 830 utilizadas bolas de carbeto de

tungsténio, ago cu cerdmica, sendo que o tipo afeta a composicdo final do material.

Este método € muito utilizado na sintese de HA, sendo que varios dos reagentes
utilizados séio fosfatos de cdleio, de menor razio Ca/P, e uma fonte de cdlcio ndo-associada
a fosfatos. Por exemplo, Yeong er al obtiveram HA nanométrica através da moagem de
CaHPO, ¢ Ca0 em meio contendo etanol seguido de moagem por 25 horas [42]. Sang-
Hoon Rhee [43] preparou hidroxiapatita por moagem de Ca;P20; e CaCO; em meio
contendo acetona/dgua, seguido de tratamento térmico a 1000°C por 1 hora. Cindido da
Silva [41] obteve hidroxiapatita em meio seco ¢ sermn tratamento térmico com as reacdes

das equagdes 1 a 4.

3@&3{?04)2&&};{20 + Ca(OHR —» Cﬁm{?ﬁd)é(@ﬁ)g a0 h
6 CaHlPOy + 4 Ca(OH)y —» Can(POs(OH), + 6 H0 2}
3 P05 + 10 Ca{OH); ~» Can(POO(OH)Y, + ¢ H0 {3

6 CaHPOy + 4 CaCOs — Cayg(POYAOH) + 2 HyO + 4 COy (4)

A reaglo representada pela equagBo 3 foi a unica que nfio teve fosfato de calcio

como reagente inicial.

O método da mistura Hauida (liguid mix technique) ¢ baseado em uma patente de
Pechini [44] utilizada inicialmente na sintese de titanatos e niobatos. Neste método, sais de
caleio e fosfore (como o CaNCy e NHHPOy) sfio adicionados a uma solugdo contendo um
acido policarboxilico, como o acido citrico. Apds aquecimento para redugo do volume da
soluclo, um diol, como ¢ etileno-glicol, € adicionado a solucio. A intenclo € produzir uma

rede de ésteres polimérica e iri-dimensional, que ajudaria a soluglo a reter a
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homogeneidade presente na solugfo no estado sdlido, evitando a segregacdo parcial das
espécies i0nicas. As desvantagens estio relacionadas & incapacidade do 4cide citrico de
complexar todas as espécies, podendo, a partir disso, ocorrer perda da homogeneidade e na
técnica em si, que exige aquechmente durante a reagBio e antes do tratamento térmico a

temperaturas que podem chegar a 330°C [35,451

O método da precipifacfio ¢ o mais simples de todos os citados. O fosfato de céleio
¢ obtido pela mistura de uma solucio de sal fosfato ¢ uma de outro sal de célcio seguida de
posterior precipitagio do fosfato de calcio formado. O grande problema desse método € a
faita de reprodutibilidade obtida, devido a grande sensibilidade a variagfes de pequenos
parAmetros como pH, temperatura, razéo Ca/P dos reagentes, etc. Isso resulta em diferentes
propriedades cristalinas e morfoldgicas que por sua vez alteram o comportamento in vivo
de tals materiais, Diversas variagdes do método original com a finalidade de diminuir esse
problema e/ou direcionar as propriedades do precipitado sfo encontradas na literatura. Parhi
et al. [46] procedeu a reago de precipitaciio em um forno microondas comum e obteve HA
cristalino. Mais diferenciada fol a téenica de Manjubala e Sivakumar [47] que, variando a
razio Ca/P em uma reagio executada em forno microondas, obteve cerdmicas bifdsicas sem
tratamento térmico. Como citado nessa mesma revisfio, ndo se acreditava que isso fosse
possivel pela pura instabilidade do TCP em dgua. Esse artigo sugere que talvez o problema
seia apenas de energia de ativaco e/ou de cinética molecular. £ um assunto que merece um

estudo posterior aprofundado.
3.2. BIOPOLIMEROS

Polimeros sio moléculas compostas pela repeticBo de determinadas unidades
basicas denominadas mondmeros em longas cadeias, formando compostos de propriedades
impares. Apesar de ser um conceito normalmente associado a produtos modernos como o
Teflon ©, o PET e o PVC(C, a naturcza apresenta uma enorme quantidade de polimeros

naturais que sio, sem nenhum exagero, a base de toda a vida no planeta.

(s biopolimeros ou polimeros naturais podem ser divididos em 3 classes: as

protefnas, os dcidos nucléicos e os carboidratos. As duas primeiras classes serdo discutidas
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apenas superficialmente neste trabalho, visto que apenas a (ltima destas temn relaglio real

com a presente investigaciio.

As proteinas sdo as macromoléculas mais abundantes nas células  vivas,
responsaveis por grande diversidade de funcdes bioldgicas [23]. Seus mondmeros sdo 0s
aminodcidos, assim conhecidos por possuirem um grupe amina e um carboxil, ligados a um
carbono central. Lsse carbono também estd ligado a um radical, sendo que cada um
corresponde a um aminoacido diferente. HA apenas vinte aminodcidos, e a combinacio
desses € responsavel pela formacdo de milhdes de proteinas diferentes, A mera alteragho na
ordem de um aminodcido na cadeia pode modificar totalmente a propriedade do composto
final. Exemplos de proteinas: o coldgeno, presente nos 0ssos; a queratina, presenie em

cabelos, unhas, cornos € penas; e a serina, um dos componentes basicos da seda.

0s dcidos nucléicos formam o meio pelo qual a informag8o genética ¢ transmitida
nos seres vivos [32]. 530 compostos por uma base nitrogenada (pirimidinas ou purinas)
associada a uma pentose e a um fosfato. Por exemplo, no caso do acido desoxirribonucléico
{(DNA), as bases nitrogenadas presentes sio a adenina, guanina, citosina e timina. A ordem

dessas bases nifrogenadas nos genes € a responsavel pelo chamado codigo genético [23].
3.2.1 Carboidratos

(s carboidratos sdo as moléoulas mais abundantes da face da terra. Exercem
numerosos papéis, desde estrutural (como a guitina e a celulose) até funcional (lubrificagéo
de articulactes). Seu nome deriva diretamente da formula empirica de sua unidade
monomérica, onde a razio C:H:0 ¢ de aproximadamente 1:2:1, ou seja, a de um “hidrato de

carbono”,

Na verdade, o mondmero dos carboidratos é o chamado sacarideo, que € formado
por uma cadeia carbonica heterogénea comtendo 5 ou 6 dtemos, sendo que um deles
encontra-se ligado a um grupamento carbonila e o restante a grupamentos hidroxila.
Apresenta-se na natureza na forma ciclica, mas é comumente representado em forma linear,

sendo que ambas s3¢ intercambidveis [23]. Um exemplo € visto na Figura 3.2.
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Figura 3.2: Estrutura linear ¢ cicica da glicose.

Estdo divididos, de forma semelhante aos polimeros, em trés classes, dependendo
do numerc de unidades monoméricas que os componham. Os monossacarideos sio
formados apenas por um sacarideo, como o mostrado na Figura 3.2. Og oligossacarideos
consistern de cadeias, com nlmero de mondmeros maior que 2, formando pequenas
cadeias. Os mais abundantes desta espécie sio os dissacarideos, entre os quals achamos o
agucar comum ou sacarose. Ja os polissacarideos sfio formados por milhares de unidades

monoméricas. Exemplos de polissacarideos s8o a quitina, a guitosana e o alginato [23].

3.2.2. Alginato

O alginato € um polissacarideo que ocorre em algas, especialmente em algas
marrons como Laminaria hyperborea, Ascophyllum nodosum, e Macrocystis pyrifera.
Representa cerca de 40% do peso seco dessas espécies, sendo encontrado especialmente na
matriz intracelular, associado a fons como magnésio, calcio, sédio e béric. Vem sendo
amplamente wtilizado na inddstria de alimentos como agente espessante e estabilizador de
colbides [221.

Quimicamente, € um polissacarideo que contém proporgdes variveis de dcido f-D-
manurdnico e o-L-gulurénico, como pode ser visto na Figura 3.3 A distribuiciio desses
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sacarideos nfio € regular e ndo pode ser previsto estatisticamente, dependendo do organismo

do qual foi isolado.

: : b oo
deido B-D-manurdnico dcido o-le-gulurdnico

Figura 3.3: Estrutura do Alginato

O alginato apresenta um interessante efeito guando em contacto com ions
divalentes. A associagdo de ambos leva 4 formagfio de um gel, através do efeito
ionotrépico. Nesse efeito ocorre a reticulacio das cadeias de alginato ao redor do fon
divalente, formando um gel que contém capilares. Dessa forma o alginato se agrupa ao
redor dos fons em uma estrutura que lembra uma caixa de ovos (egg box model), como
mostrado na Figura 3.4. Aparentemente, hd uma certa preferéncia na associagiio fon- dcido

o-L-gulurénico, levando a torclo dessas cadeias, [22;48].

Figura 3.4: Representagio do efelio ionotrépico no alginato com o fon cédlcio como agente de reticulagio.
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Essa interagio entre alginato e {ons divalentes € de extrema utilidade no preparo de
géis que podem ser utilizadas em numerosas aplicacBes, tanto na indistria de alimentos
quanto na biomedicina. Por exemplo, a interacio entre alginato e os fons calcio presentes
normalmente no plasma humano levam a formacio de gel i sity, formando camadas

protetoras em estruturas tho diversas guanto a pele e o olho [49].

A seguranca em aplicagles biomédicas depende em grande parte da forma com que
o alginato € aceito pelo organismo, ou seja, se ele provoca reagBes imunes. O alginato
purificado apresenta baixa reaclio imune, sendo que parte dessa reagio pode estar associada

& uma quantidade excessiva de dcido a-L-gulurdnico [50].

Entretanto, a grande utilizagfio do alginato &, realmente, na liberacfo controlada de
firmacos ¢ proteinas. Essa propriedade estd ligada 3 formaciio do gel através do efeito
ionotropico, que leva a formaglo de um gel com permeabilidade reduzida, liberando o
farmaco na medida em que se degrada [51]. Qutra aplicag8o sugerida é o uso como vaso
artificial, devido a sua propriedade de reter o fon cédlcio e supostamente evitar a formacio

de arteriosclerose [52,53].
2.3. Quitina e Quitosana

A quitina € o segundo polissacaridec mais abundante no planeta, ficando atrds
apenas da celulose. Estd presente na carapaca de crusticeos, em insetos. Dai vern seu nome,
que deriva do grego e significa armadura [54]. Sua denominagfio cientifica € poli[B-{1—4)-
I-acetoamida-2-deoxi-P-D-glicose]. Sua estrutura pode ser visualizada na Figura 3.5.
Apresenta baixa resposta imune e ¢ um material altamente insolivel e de baixa reatividade
qufmica. S#c propriedades muito semelhantes & da celulose, diferenciando-se
guimicamente dela apenas pela substituig8o do grupamento hidroxila em C-2 por um

grupamento acetoamida {55].
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NHCOCH;

Fipura 3.5 Estrutura da Quiting.

A quitosana € um pmduté derivado da quitina, obtido por uma reacdo de
desacetilagfio. Sua denominagfio clentifica ¢ polifp-(1-+4)-2-amino-2-dioxo-D-glicose].
Sua descoberta data de 1859, quando Rouget se referiu pela primeira vez a essa reaclo [56,
apud 57]. Sua estrutura € mostrada na Figura 3.6 A desacetilagio tem um impacto
consideravel em suas propriedades. Normalmente, considera-se quitosana a quitina cujo

indice de desacetilagio superior a 60% [38].

B CHaOH CHI0H

Figura 3.6: Estratura da Quitosana

A quitina utilizada para a produclio de quitosana pode ser obtida por processamento
de cascas de crusticeos, como o caranguejo, ou através da fermentaclo realizada por certas
espécies de fungos. No processamento das cascas, ¢ necessario que haja antes, remogfio do
carbonato de cdleio e das proteinas. Em ambos os casos, a desacetilaglio ¢ feita através de

reaciio com hidrdxido de sodio a 4G%, durante algumas horas [55].

A quitina € altamente hidrofobica, insolivel em dgua & na maioria dos solventes
orginicos, sendo solivel em cloro-dlecools  associados a  4cidos  minerais,

hexafluoroisopropanol, hexafluorpacetona e dimetilacetamida contendo 5% de cloreto de
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litio [55]. A quitosana € mais facilmente selubilizada, sendo isso possivel através do uso de
acidos diluidos. Além disso, apresenta uma propriedade rara em polieletrolitos catidnicos: é
um agente quelante eficiente [54,59]. Esta propriedade se deve & presenga de dois pares de

elétrons ndo ligantes do mifrogénio.

A quitosana tem propriedades que a tornam excelente para aplicagles biomédicas
[59]. Apresenta baixa resposta imune, além de poder ser usada para inibir a fibroplasia em
ferimentos, acelerando sua cicatrizagio. Culturas celulares mostram que promove
crescimento e diferenciaciio celular. Além disso, possui atividade bactericida, e € altamente
biccompativel, FEssa aplicagfio fina, inclusive, condiz com seu valor de mercade, cerca de
1150,75/2 [55,601.

Um exemplo mais especifico ¢ a sua utilizacio em engenharia des tecidos.
Aparentemente, a semelhanca da quitosana com as glicosaminas existentes na pele a torna
ideal como substrato de crescimento para este tecido. Yamaguchi e af. {61] sugeriram o
uso desse material, associado com hidroxiapatita na forma de tubos, como substrato para

regeneracio de tecido nervoso periférico, sendo que testes em ratos obtiveram sucesso,

Outro ponto no qual a quitosana tem sido aplicada com sucesso € na liberaglio
controlada de farmacos. Uma das suas propriedades ¢ a capacidade de aderir 3s mucosas, o
que a torna apta a liberar medicamentos em pontos especificos do corpo, com conseqgiiente
reduglo dos efeitos colaterais e um melhor aproveitamento da droga. Um exemplo € o da
elaboragdo de um sistema contendo amoxicilina que aderia 4 mucosa estomacal, liberando

entdo o medicamento, utilizado no tratamento de Helicobacter pylori [57, 62, 63].

Além disso, a quitosana pode ser utilizada juntamente com fosfatos de cdleio na
fabricagdo de compdsitos para substituigio de tecidos dsseos. Yamaguchi [60] sugeriu o
uso de fais compdsitos como uma maneira de compensar a fragilidade mecinica da
hidroxiapatita. Em um método de coprecipitacio similar go que foi usado neste trabalho
obtiveram um composito homogéneo e flexivel. Entretanto, utilizaram quantidades de
quitosana proximas a de fosfato de calcio. Outra vantagem da utilizacio de compdsitos
quitosana-fosfatos de cdlcio é a maximizagfio da osteocondutividade. Isso decorre, segundo

Wan ef af, da acio dos grupamentos ibnicos presentes na matriz polimérica, que atrairiam
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os fons caleio & medida que a cerdmica se degradasse, dando origem a um processo de

degradagiic e crescimento tecidual auto-sustentado. [63,64].
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CAPITULO 4

MATERIAIS E METODOS

4.1 REAGENTES

4.1.1 Fontes de Calcio e Fosfato

Diversas fontes de calcio e fosfato podem ser usadas na obtencio de fosfatos de

calcio através dos métodos de precipitagiio. A literatura cita, por exemplo:
ay Ca(OH}; e HiPO,[65];

by CaCly e NasPO, [46);

G) CR{NOJ)Q‘@HQO e (NHA):HPG:@ [4@}

Misturas entre as alternativas acima também sfo encontradas, além de outras fontes
menos comuns, como acetato de célcio, Dada & baixa reprodutibilidade e a grande
sensibilidade a pequenas variagBes nos pardmetros reacionais normalmente encontrada nos
métodos de precipitacfo, a escolha dos reagentes € um passo fundamental. Vallet-Regi e
Gonzdles-Calbet [40] citam a 4ltima das alternativas acima como sendo uma das melhores
fontes, devido ao fato que seus subprodutos so fons (NH,", NOy') que nfio sio facilmente
incorporados a rede cristalina. Dessa forma, foram escothidos como fontes de fosfato e
célcio, respectivamente, ¢ nitrato de célcio (Merck, 99%) e o fosfato dibasico de amdnio

{Merck, 99%). Ambos foram usados sem purificagfo posterior.

Deve ser observado que quase todos os fosfates de caleio, com exceglio do fosfato
tetracdlcio, apresentam razdio Ca/P que é inferior a 1,67. Dessa forma, essa Toi razéio Ca/¥
escolhida para ser utilizada em todos os experimentos. O volume das duas solugBes foi ¢
mesmo em todos os experimentos, de forma que para as concentragSes uiilizadas a razdo

Ca/P fosse constante, e fossem minimizadas as mudangas nos parfmetros reacionais. Os
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valores, mostrados na Tabela 3.1, foram escolhidos de forma a se obter uma guantidade

aprecidvel de amostra para andlise e usos em experimentos posteriores.

Tabela 4.1: Concentragfo das solugfies utilizadas como fontes de céleio e fosfato,

Reagente Concentraciio (M)
Ca(NO3 ) dH; O 0,2505
(NH4LHPO, 0,15
Razdo Ca/P’ 1,67

* Foram wtilizados volumes idéoticos de solugio (250 mL),
4.1.2 Biopolimeros

Fol utilizado alginato de sodio (VETEC) sem purificac@io posterior. A quitosana
utitizada (Sigma-Aldrich, indice minimo de deacetilacio de 85%), entretanto, necessitou de
purificagio. Essa necessidade deriva da propria forma de obtenglio do material, na qual a
quitina € desacetilada através de reagfo heterogénea com o NaOH, e da sua forte natureza

associativa [50].

Procedeu-se a purificacio da  quifosana através de um sistema de
dissolugo/filtragio/reprecipitacdo, semelhante a0 empregado por Signini {66]. Inicialmente
fo1 pesado aproximadamente 1 grama de gquitosana. Essa massa foi dissolvida em 300 mL
de soluglio de dcido acético a 1% (V/V), através de agitagio por 24 horas. A solugfo foi
entdo submetida a filtraclo sob pressfo reduzida, procedendo-se a reprecitagio através do
gotejamento de NH4OH concentrado. O precipitado foi separado por filtragio ¢ em seguida
submetido a Iavagem com agua deionizada. O material era entfio redissolvido, sendo que
esse procedimento foi executado por 3 vezes. A secagem foi feita & temperatura ambiente.

Um fluxograma do procedimento € mostrado na Figura 4.1,
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Quitosana Nao-Purificada

A
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Dissolugio em
Acido Acético

Filtracfio & Vacuo

¥

Precipitaglio utilizando
NHsOH

Filtracio e lavagem do precipitado
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W

Quitosana
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Figura 4.1: Fluxograma do Procedimento de Purificagfio da Guitosana
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4.2 ENSATIOS DE PRECIPITACAQ

4.2.1 Precipitacio na presenca de alginato
4.2.1.1 Precipitacio de fosfatos de calcio dopados com alginato

Neste ensalo, foram preparadas 250 mL de solugiio de CaNO:)4H.0 =
(NFL)LHPO,, com as concentragles anteriormente especificadas. Esta gquantidade f{oi
uiilizada em todos os ensaios de precipitacdo citados dagui por diante, de forma a se obter
uma quantidade de amostra que fosse suficiente para andlise e experimentos posteriores.
Um total de 1,00 g de alginato fol cuidadosamente pesado em balanca analitica, dissolvide
em agua deionizada gquente, resfriado ¢ aferido para 500 ml em balio volumétrico.

Aliquotas dessa solugfo eram retiradas e dissolvidas para a concentracio desejada.

A reagiio fol executada em um béquer de polietileno, contendo inicialmente 530 ml.
de agua deionizada ou de solugio de alginato. Os ensaios foram realizados em tréds
concentragbes de alginato: O (branco), 7 e 70 ppm. A concentracio foi calculada tendo por
base o volume final do melo, que era de 570 ml., sendo 500 ml das solugBes de calcio e
fosfato, 50 mi. da solugdc de alginate e 20 mL de dgua deionizada para retirar os restos dos
reagentes que porventura pudessem estar ainda aderidos aos bal8es, de forma a minimizar a

perda de reagente e garantir que a razdo Ca/P fosse efetivamente de 1,67.

Deve ser destacada a importdncia do ensaio em branco ou controle nos
experimentos realizados nesse trabalho. Como ja foi discutido no capituio 3, o processo de
obtenciio de fosfatos de calcio por precipitagio ¢ caracterizado por dificuldades em relagio
4 sua reprodutibilidade. Nessa situagio, ¢ de grande importincia ter um padifio de
comparagio que permita diferenciar o comportamento do sistema em condigSes padrBes, ou
condicBes de controle, do comportamento obtido na presenca de biopolimeros. Dessa forma
pode-se, comparando os resultados do branco com os resultados obtidos em condicdes de
precipitagio heterogénea, diferenciar e isolar os efeitos dos biopolimeros. Assim, os
brancos permitem comparar ensaios realizados dentro da mesma série, ou seja, seguindo
nos minimos detathes o procedimento utilizado na precipitagfo, sendo a inica diferenca a

auséncia do biopolimero.

Lad
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Ao meijo, mantido sob agitaciio, foram adicionadas as solugdes gota a gota, de forma
tal que a taxa de adigfio do Ca(NO3}-4H,O fosse o dobro da taxa do {(NH pHPG,. O

objetivo fo1 manter uma concentragio inicial de cdleio superior a de fosfato, tendo em vista

1) Maximizar a probabilidade de interagio alginato/cdlcio.

23 Produzir uma assimetria que facilitasse a comparacio entre o0s dados

obtidos nos brancos e nos que utilizassem biopolimeros.

Note gue uma certa assimelria na taxa de adicfo € de certa maneira encontrada em
todos os processos de precipitagdo fettos em escala laboratorial. Como a adigfo é feita gota-
a-gota, e nfio se costuma utilizar um meio diluente, geralmente se adiciona um dos

reagentes sobre o meio reacional que contém previamente o outro.

Observe que, devido 2 assimetria, terminava-se a adicBo de cilcio antes da de
fosfato, que continuava sendo adicionado normalmente, na mesma velocidade. Terminada
a adigdo dos reagentes, o pH era medido, deixava-se 0 meio reagindo por uma hora, sendo
apos 1850 separado em duas partes. Uma das partes recebia adicBo de WH,OH até gue o pH
alcancasse o valor de aproximadamente 8,4 + 0,1. Assim, poder-se-ia entender como 0
alginato mfluenciaria o melo em duas condicOes diferentes. O pH {oi escolhido de forma
que ndo fosse muito proximo ac neutro, nem muito alcalino. Esse valor €, na verdade, uma

unidade superior a0 normalmente encontrado no plasma humano, que ¢ de 74,

A parte que nfio sofreu ajuste de pH, daqui por diante chamada de acida é filtrada e
lavada com agua deionizada. A porgdo que sofreu adiglio, chamada de porgiio bésica, reagiu
por mais uma hora, foi filtrada e entfio lavada com dgua deionizada. As duas porgSes foram
secas em estufa a 100°C por 12 horas. O fluxograma do processo é mostrado na Figura 4.2,

As amostras produzidas por esse procedimento sdo mostradas na Tabela 4.2,
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Tabela 4.2: Amostras de fosfato de célelo produzidas através da precipiiagio na presenca de alginato

Amostra Concentragéio de Alginato (ppm) pH firal
Branco Acido { 5.4
Branco Basico 0 8,4

Alginato Acido 1 7 54
Alginato Bésico | 7 8.4
Alginato Acido 2 70 54
Alginato Bésico 2 70 8.4
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ca(N{}g}g“ngO (NH@QH?‘ZM

Razfio adicfio
Ca/P =2

’
Solugdo sob agitacio
Biopolimero (7 ou 70 ppm)
ou
Branco {Agua)

NHyOH
Y
Ajuste de pH
~ <. - Reage por
Filtraclio ! hora
hA
Filtragc
¢
Secagem 100°C

Secagem 100°C

Figera 4.2: Fluxograma do processo de produglio de fosfato de calcio dopado com alginato
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4.2.1.2 Precipitacdo no pH de estabilidade da hidroxiapatita

A hidroziapatita ¢ um fosfato de célcio estavel em pHs mais elevados. Dessa forma,
a grande diferenga deste procedimento em relagiio ao mostardo no item 4.2.2.1 ¢ a adiciio
de 10 ml, de NH.OH puro ao meto reacional, antes do calcio ¢ do fosfato, de forma a levar
o meio reacional & zona de estabilidade dessa fase. A quantidade de hidréxido de aménio
foi calculada tendo por base a reacfio de formagfo da hidroxiapatita, como apresentada por
Vailet-Regi ¢ Gonzales-Calbet {40] e acrescentando um fator de seguranga de 20%, como

forma de compensar a grande volatilidade desse reagente:

HICaNQ; 4H;0 + 6(NH p HPO, -+ 8NHLOH — Cag(PO(OH), + 20NHNOs+ 6H,O

Nesse caso, as taxas de adicho das fontes de cédlcio e fosfato foram mantidas iguais,

Houve dois motivos principais para isso:
1} A assimetria J4 teve seu efeito estudado no caso anterior.

2) A hidroxiapatita € um fosfato de cdlcio facilmente sujeito a substituigles ¢ 2
cristalimdade do pé oblide em temperatira ambiente por precipifacie €
normalmente baixa. Assim, eventuais mudancas na estrutura cristalina poderiam
ndo ser facilmente perceptiveis efou conduzir a erros de avaliacfo. Ou seja, em
vez de ajudar a desvendar ¢ mecanismo de reaglo, a assimetria poderia

confundir ainda mais ¢ problema.

E comum que, durante o processo de produgfio da hidroxiapatita haja um tempo de
digestdo. Em situagdes normais, este permitiria a incorporacdio de ions carbonato 2 rede.
Além disso, diversas propriedades, como cristalinidade e morfologia do material sio
alteradas [67]. Mo caso da dopagem com biopolimeros, seus efeitos sfo desconhecidos, e
parte do material produzido foi separada, filtrada, lavada e seca a 100°C por 12 horas.
Qutra parte fez digestdo por um periodo de 12 horas (overmight), sendo, apds isso,
submetida ac mesmo processo. Dessa forma, poder-se-ia averiguar a importincia do

amadurecimento na interacio HA- alginato,
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As concentragdes de alginato utilizadas foram as mesmas do ensaio anterior. As
amostras obtidas sdo apresentadas na Tabela 4.3, ¢ o fluxograma do processo € apresentado
na Figura 4.3, Observe que o volume do meio reacional se manteve igual, em 570 mL, pois
apenas 10 mL foram utilizados na lavagem dos baldes. O pH das amostras foi medido ao

final da reacgiio, sendo de aproximadamente 9,5 (£0,1).

Tabels 4.3: Amastras produzidas wtilizando alginato no pH de estabilidadeHA

Amostra Envelhecimento Conc. de Alginato (ppm)
Branco HA Alginato Pré Nao {
Branco HA Alginato Pés Sim 0
Alginato HA Pré | Nio 7
Alginato HA Pos 1 Sim 7
Alginato HA Pré 2 Nio 70
Alginato HA Pds 2 : Sim 70
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Ca(NO3 )40

{(NHq),HPO,

Razic taxa de adicio
Ca/P=1

¥

10 ml. de NH;OH +
Biopolimero
on Branco (Agua)

|

Retirada de Material Pré-

envelhecimento

Prescanso (Overnight)

Filtracéo

Y

Secagem 100°C

Figura 4.3: Fluxograma do processo de obtenglio de hidroxiapatita dopada com alginato.

4.2.2 Precipitacio na presenca de gnitosana

4.2.2.1 Precipitacdo de fosfatos de cdlcio dopados com gquitosana

Esse procedimento é praticamente igual ao executado com alginato, sendo diferente

apenas em dois pontos. O primeiro deles € a preparaclo da soluco inicial de gquitosana.

Nesse caso, 0,1021 gramas de quitosana purificada foram dissolvidos em 4cido acético 1%

(V/V), por agitacBo durante 72 horas, depois do qual for obtide um ligmdo clare e

homogéneo. O volume finat foi ajustado para 50 ml em baldo volumétrico com mais dcido

acético 1%, sendo que depois de vigorosa homogenizagio mecénica a mesma foi deixada

em repouso por 24 horas A concentracfic final no melo reacional fol, na verdade, de 7,2 e
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72 ppm. O segunde ponto € o branco utilizado. Enquanto no caso do alginato, agua
deionizada foi o branco, nesse processo utilizou-se uma solugio de dcido acético 1%{(V/V)
sem guitosana adicionada. As amostras obtidas sdo mostradas na Tabela 4.4. O fluxograma
do processo € praticamente idéntico ao mostrado na Figura 4.2, diferenciado-se apenas em

relagfio ao material do branco.

Tabela 4.4: Amostras produzidas por precipitagio de fosfatos de cdicio dopados com quitosana,

Amostra Concentracdo de Quitosana (ppm) pH final
Branco Quitosana Acido {0 4.9
Branco Quitosana Basico 0 5,4
Quitosana Acida 7.2 4.8
Quitosana Bdsica 1 7.2 5.4
Quitosana Acida 2 i 4.9
Quitosana Basica 2 72 8.4

4.2.2.2 Precipita¢fio com quitosana no pH de estabilidade da Hidroxiapatita.

A precipitacio de fosfatos de célcio em pHs elevados apresenta um problema
quando feita na presenca de quitosana: esse biopolimero nfo € solivel em meio alcalino.
Dessa forma, nfio se poderia usar o procedimento anterior, sob pena de haver uma
precipitacfio de quitosana antes de a reagBo ocorrer, ficando a mesma indisponivel para

participar da reaclo efetivamente.

Para resolver esse problema, criou-se um novo procedimento: em vez de se
adicionar as fontes de calcio e fosfato sobre um meio contendo o NH,OH e a quitosana,
agrupou-se os quatro elementos em duas duplas por ordem de similaridade. Dessa forma, 2
mistura CaNQ:.4H,O + quitosana fol adicionada, gota a gota, sobre a mistura (NH,)HPO,

+ NH,OH. Com isso evitou-se que o biopolimero fosse excluido da reacfo de precipitacio.

As concentragdes de biopolimero foram de 7,2 ¢ 72 ppm, ¢ a solucio-mie foi a

mesma utilizada no procedimento descrito no itern 4.2.2.1, Utilizou-se 50 mL da soluclo de
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biopolimero, e a lavagem dos frascos, para garantir gue todo célcio fosse adicionado ao
meio reacional, foi feita com 10 mL de 4dgua delonizada. Assim, o volume final do meio foi,
novamente, de 570 mL. No branco utilizou-se dgua deilonizada no lugar da solucdio de
biopolimero. Os passos posteriores foram semelhantes ac do processo com alginato.
Descanso (overnight), filtracBo e secagem. O fluxograma pode ser visto na Figura 4.4, As
amostras sfo relacionadas na Tabela 4.5, ¢ ¢ pH final destas foi de aproximadamente 9,5
(£0,1).

Tabela 4.5; Amostras Produzidas com Quitosana no pH de estabilideds da HA.

Amostra Envelhecimento | Conc. de Quitosana (ppm}
Branco HA Quitosana Pré Nio &
Branco HA Quitosana Pos Sim 0
Cuitosana HA Pré 1 Néo 7.2
Quitosana HA Pos | Sim 7.2
(Quitosana HA Pré 2 Nio 72
Quitosana HA Pés 2 Sim 72
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Ca(NG3 ) 4H0 + 50 mb de
agua (branco) ou solugio de
quitosana.

l Adicio

Ciota-a-gota

10 mL de NH,OH + (NH:HPO,

Retirada de Material Pré-
envelhecimenio

A 4

Descanso (Overnight)

Filtragio <

Secagem 100°C

"Figura 4.4: Fluxograma do Processo de Produciio de Quitosana no pH de estabilidade da HA.

43 TRATAMENTO TERMICO

A principal aplicagiio do tratamento térmico em fosfatos de calcio € na obtengio de
novas fases e/ou modificagBes na microestrutura cristalina do material. Por exemplo,
Albuquerque [65] obteve uma cermica trifasica (contendo hidroxiapatita e duas fases de

fosfato tricélcio, o e B) apds tratamento térmico a 1350°C.

Neste trabalho, o objetivo do tratamento térmico fol verificar como a adigio de
biopolimero influenciou a distribuicdio final de fases. Isse fator se reveste de maior

importincia no caso de amostras que contenham HA. As deficiéneias em célcio, das
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amostras produzidas por esse meio, podem resultar em cerfimicas bifdsicas com diferentes
razfies HA/B-TCP.

Neste trabatho, dois tipos de tratamenios térmicos foram executados, um a
temperatura intermedidria e outro a alta temperatura. Inicialmente, os pos foram
comprimidos em pastilhas por aplicagio de compressfio uniaxial através de 20 MPa por
30s. No tratamento em temperatura intermedidria, o material foi aquecido a uma taxa de
0,75°C/min, até atingir um piatd de 550°C, no qual permaneceu por uma hora. Essa taxa de
aguecimento objetivou uma salda lenta dos biopolimercs. No fratamenic em alia
temperatura, a laxa de aguecimento fot de 10°C/min, até afingir o platd de 1000°C,
permanecendo constante por uma hora. Os poés co-precipitados com quitosana foram

submetidos sd a este Gltimoe tratamento.
4.4 CARACTERIZACAQD

4.4.1 Difracio de Raijos-X

A difraclio da luz visivel ¢ um fendmeno cophecido, que pode ser faciimente
observado, € ocorre quando esta encontra obstdculos cuja distdncia seja aproximadamente a
mesma do seu comprimento de onda A. Nesse caso, formam-se franjas de interferéncia,
sendo que parte dos feixes difratados se reforca e parte se anula, dando origem a padrBes
compostos por regibes claras e escuras. Como o0s raios-X também sdo ondas
eletromagnéticas, s6 que de energia muito maior, o seu comprimento de onda, inversamente
proporcional, € muito pequeno, na verdade da ordem mesma ordem de grandeza que as
distincias interplanares. Assim, feixes de raios-X emitidos sobre cristais estdo sujeitos a
difracio, em fAngulos especificos, que dependem da geemeﬁrﬁa do cristal e do comprimento

de onda da radiagfo incidente, estando os trés relacionados pela lei de Bragg.

Dessa forma, o difratograma obtido permite obter informagles sobre a estrutura
cristalina do material analisado. Os fosfatos de calcio podem se organizar em uma vasta
gama de fases, possuindo cada qual comportamento mecénico, fisico-quimico e fisiolégico
diferente. A identificago da composiciio de fases € obtida primariamente por esse méiodo.

Deve-se ressaltar, entretanto, que devido ao fato de haver uma semelhanga muito grande
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entre 0% pardmetros de rede das diversas fases, pode-se obter difratogramas onde 03
maximos se sobreponham. Nesse caso, s&o necessarias andlises mais aprofundadas, como a
microscopia eletronica de transmisséo de alta resoluco, sendo que a diferenciagio ¢ feita
através da comparacio das intensidades das zonas de Laue alinhadas em relagdo a

determinados planos {34,35].

Nesse trabalho, a andlise de fases fol feita através da Difragfio de Ralos-X utilizando
radiacio CuKoy=0,1542nm., 40kV, 40mA. As varreduras foram feitas em diferentes
intervalos 28 , dependendo da amostra, mas sempre de forma a mostrar o intervalo entre 20
e 50°, onde a maioria dos maximos de difracio ocorre nos fosfatos de célcio. A amostra foi
previamente homogeneizada por moagem, no caso dos pds. Algumas pastilhas que
sofreram fraturas durante 0 processo de calcinagio/sinterizacfio foram moidas de forma a
obter uma amostra homogénea. O difratbmetro utilizado fol um Philips® X'Pert X-ray

Diffraction System.

4.4.2, Microscopia Eletronica de Varredura

Quando um feixe de elétrons incide sobre um material ocorrem diversos tipos de
interagdo. S@o produzidos entre outros Raios-X, elétrons Auger, elétrons retroespalhados e
elétrons secunddrios. Esses dois Gltimos tipos sdo freqglientemente utilizados na microscopia

cletrdnica de varredura,

Nessa téenica, um feixe de elétrons “varre” cada ponto da drea da amostra que se
deseja observar, Em cada ponto, parte dos eléirons sofre colisdes elasticas no interior da
amostra, gerando elétrons retroespalhados. Outra parte, através de colisBes inelasticas entre
o0s elétrons do feixe e da amostra, gera elétrons secunddrios. A detecgBo da resposta de cada
ponto permite gerar uma imagem ampliada da amostra, com alia profundidade de foco, o

que uma das grandes vantagens desse método [68].

No caso de amostras com baixa condutividade elétrica, é comum que seja feito
recobrimento com uma camada de ouro ou carbono, para evitar acUmulo de cargas e
distorcio da imagem obtida [68)]. Nesse trabalho.dois métodos foram utilizados. No

primeiro, as amostras foram prensadas e fixadas a uma placa de metal utilizando cola de
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prata, recobertas com filme de carbono, ¢ a microscopia foi realizada utilizando um
microscopio Philips®, modelo XL-30. No segundo método, as amostras foram coladas
sobre fita condutora, na forma de pé, e recoberta com ouro. Todas as imagens foram

geradas através de elétrons secundérios.
4.4.3. Espectroscopia de Infravermelho por Traunsformada de Fourier

A espectroscopia utilizando radiagiio na faixa do infravermelho tem utilidade
especial na identificacio quimica de compostos. Ao absorver radiagiio na regido do
infravermelho, hd um aumento de amplitude e da velocidade de vibragéo em torno das
ligaghes covalentes, sendo que essa absorciio se di de forma guantizada, A energia
absorvida nos diversos comprimentos de onda pode ser relacionada, entfio, aos modos de

vibragio de determinados grupos funcionals, permitindo sua identificaclo {691,

Neste trabalho, as andlises de FTIR foram realizadas em dois modos: por
transmitdneia ¢ por reflexdo total atenuada (A7R, Astenuated Total Reflection). (O primeiro
foi utilizado para 2 analise dos pos, e o segundo na caracterizagio da quitpsana, em
intervalos de fregliéncia de 4000-400 e 4000-700 cm™, respectivamente. Foi utilizado um

Espectrofotometro de IV, modeloNicolet 800 associado a uma célula MTech PAS
4.4.4 Determinacio do grau de desacetilagiio da quitosana

As propriedades da quitosana sio em grande parte devidas ao seu grau de
desacetilagio [40,431. E interessante gue, dada essa importdncia, esse indice seja de
determinagBio tHo complexa. Os métodos utilizados incluem espectroscopia  no
infravermelho, cromatografia gasosa ¢ por permeagiio em gel, espectroscopia UV,
ressonéncia magnética nuclear ('H ¢ °C), dentre outros [35]. Todos apresentam grande

discrepdncia entre si [53,54],

Raymond er al. [70] apresentaram um método interessante para determinar o grau
de desaceiilagBio, baseando-se em um método de titulagio potenciométrica, recomendavel
quando este for superior a 5%. O método consiste em dissolver a amostra de quitosana em

HCL, deixando-a tempo suficiente para que ocorra a protonagio dos grupamentos amino. £
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feita, a seguir, uma titulagdo potenciométrica com NaOH. Ocorrem dois pontos de viragem:
no primeiro € neutralizado o excesso de 4cido ¢ no segundo os grupamentos amino que
foram protonados. A diferenca entre esses dois & utilizada para determinar o grau de

desacetilaciio.

Detalhadamente, ¢ adicionada uma quantidade conhecida de HCI 0,02M (25 ml),
de forma a dissolver uma massa cuidadosamente pesada de quitosana {aproximadamente
0.1g). A mesma fica sob agitagio por 24 horas, de forma a completar a dissolugio e
protonar 0s grupamentos amino disponiveis, E feita entfio a titulaglio potenciométrica
utilizando NaOH 0,1 M, até pouco depois do segundo ponto de inflexio. A percentagem de
grupamentos amino € calculada pela equagfio (4.1) [59,70]:

YoV y = Myzo * (Vs — Vi1*161

*160 4.1
Hii

onde Mygon € a molaridade do hidréxido de sédio utilizado, V. e V, sfo os volumes da

segunda ¢ primeira viragem, respectivamente; 161 € a massa da unidade monomérica da

quitosana ¢ m ¢ a massa de quitosana analisada. Observe que mesmo que o volume de HCI

adicionado néo fosse conhecido poder-se-ia proceder a titulacio normalmente, visto que a

titulacdo de neutralizagiic do dcide ocorre juntamente com a r}eutra?izaa;éﬁ dos grupamentos

amino. O importante € que esse volume seja suficiente para protonar toda amostra.
4.4.5 Determinacéio da Presenca de Alginato no Sobrenadante

£ de grande importéncia para a2 compreensfo do mecanismo de reagiio determinar se
o alginato ¢ totalmente incorporado ao precipitado ou se parte dele permanece em solugio.
Para que isso fosse realizado, escolheu-se uma condigiio em que as andlises de FTIR

sugeriam (ver Capitulo 5) que havia pouco alginato incorporado ao precipitado.

Assim, realizou-se a precipitagiio come descrito em 4.2.1.1, com 70 ppm de alginato
& sem ajuste de pH. Apds esse processo a amostra nfio foi filtrada, mas submetida a uma
secagem  com femperaturas variando entre 50 ¢ 70°C. Assim, as espécies presenies no
sobrenadante sfio incorporadas ac precipitado, que foi posteriormente caracterizado por

FTIR.
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4.4.6 Determinacio de birrefingéncia das amosiras precipifadas com quitosana

Us biopolimeros utilizados na coprecipitaclio dos fosfatos podem causar a
orientagdo ndo-aleatéria dos cristais. Uma forma de se verificar se hé orientagiio é a
passagem de luz polarizada pelos cristais. Regides que apresentem espalhamento da luz
transmitida diferente do meio como um fodo indicam que estas estio orientadas de forma

ndo-aleatéria. Este fendmeno ¢ conhecido como birrefringéncia.

Para verificar esse efeito, as amostras foram dispersas em vaselina, colocadas em
uma lamina e observadas no microscpio Optico, utilizando fuz transmitida. Quando a
focalizagdo havia sido executada, colocava-se um polarizador entre a fonte de fuz e a
amostra, sendo gue o primeiro era girado, modificando a orientagdo do plano da luz
incidente. Dessa forma, zonas que apresentavam diferente espalhamento de tuz tornaram-se

visiveis,
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CAPITULO 5

RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 RIOPOLIMEROS
5.1.1. Alginato

O algmato apresenta grupamentos carboxila nos seus dois monoméros, o acido D-
manurdnico ¢ o L-gulurbnico. O pKa do primeiro € 3,38 e o do segundo 3,65 [72], o que
implica em um ponto isoeléirico de aproximadamente 3,52. A medida que o pH aumenta,
também aumenta o grau de dissociagio do alginato, como mostrado na Tabela 5.1. Os
valores de dissociaclo foram calculados com a equacio de Katchalky [39], assumindo que
o alginatoc seja composto de quantidades equimolares de acido D-manurdnico e L-

gulurdnico.

Logo, em pH maiores, a carga negativa liquida do biopolimero é malor, facilitando
sua interagdo com fons positivos. Na verdade, em pHs menores do que 3, a dissociacio é

fortemente reprimida [72].

Tabela 5.1: DHssociagio do alginain para diverses valores de pH

o

pH 4 6 8 10
D-manurdnico 0,8065 ,9976 1 1
L-gulurénico (,6912 0,9956 1 i

Observe que o malor respensavel pelo efelto ionotrdpico € o dcido L-gulurénico
[22], que se dissocia menos do que o deido D-manurdnico.
5.1.2 Quitosana

A quitosana bruta, ou seja, antes do processo de purificacfo, consistia de um
material amarelado, em forma de flocos. A dissolugdo completa desse material em 4cido
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acético 1% tomou um Jongo tempo, que chegou a ser superior a 24 horas, A solugfio obtida
era muito viscosa, tornando indispensdvel a filtracio sob pressio reduzida. Assim mesmo, o
processo ocorreu de forma lenta, sende que uma inspeglio visual do meio de filtracdo
revelou uma quantidade surpreendente de particulas estranhas, sendo que algumas tinham

aspecto de madeira.

Nas etapas posteriores da purificagio, observou-se uma redugiio significativa e
crescente no tempo de filtragdo, relacionada a uma aparente reducic da viscosidade. Como
0 processo ndo altera a estrutura quimica do material [66], acredita-se que a diminuicio do
teor de impurezas facilite o escoamento pela diminuigfio de interacSes moleculares entre

estas e as moléculas de quitosana.

Para monitorar a eficiéncia da purificagfo, determinou-se o indice de desacetilacio
antes ¢ depois desta. As Figuras 5.1 ¢ 5.2 mostram os graficos de potencial x volume e da
derivada do potencial em relagio ao volume versus o volume médio para a amostra antes e
depois da purificagdo. Os pontos de inflexfio da derivada foram utilizados para calcular o

indice de desacetilagiio, através da equaclio 4.1. Os valores so mostrados na Tabela 5.2,
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Figura 3.1: Grafico Potenclal x Volume e d{Pet)/d(V) x Vohume médio para amostra nflo-purificada de

quitosana.

45



CAPITULO B RESULTADOS E DISCUSSAO

400

- Potenciab Volume
308 ?m«nvw@\b%\v O d{PGi} fdi\f} ¥ Wmadio mi
200 %. |

Ty

M@«\,M
O ' e Ry
T, e 1
¥
- RO R | 0
Loe
260 .
=,“'j :
G0 ]

Figura 5.2: Gréfico Potencial x Volume ¢ d(Pot¥d(V) x Volume médio para amostra pura de quitosana,

Tabela 5.2: valores médios de indice de desacetilagBo para as amostras brutas ¢ purificada de quitosana.

Amostra YNH; (média)
Quitosana Bruta 70.3%
Quitosana Pura 83.55%

Observa-se um claro aumento do indice de desacetilagfio, provavelmente resultado
da retirada das impurezas. Deve.se, entretanto, discutir um outro fator. Antes da
purificagdo, o indice de desacetilagfio estava bem abaixo do padrio assegurado pelo
fabricante do reagente, sendo de cerca de 70%. Entretanto. apés a purificacio, encaixava-se
perfeitamente, sendo pouco superior a 85%. Este fato nfio deixa de ser curioso,
especialmente se for levado em consideragio que hé uma grande vartabilidade entre os
indices de desaceiilagfo determinados pelos diversos esquemas de andlise. Sabe-se,
entretante, que cada um desses csquemas basela-se em diferentes interagbes fisico-
quimicas, algumas sensivels apenas aos grupamentos NH; existentes, como na analise de
FTIR, onde a monitoraco da intensidade dessas bandas € usada como forma de se

determinar este indice.

O que se sugere ¢ que o indice de desacetilacfio determinado pelo fabricante foi

realmente de 85%. Entretanto, seu método de andlise nfio seria sensivel & quantidade de
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impurezas existente. O método potenciométrico, ac contririo, baseia-se diretamente na
massa utilizada para andlise, e a presenga de impurezas reduz diretamente o valor do indice
de desacetilaglio por reduzir a quantidade de grupos amino primérios da guitosana
disponivel para a reagfio.

Sugere-s¢ que uma das causas da variabilidade nas determinacdes do indice de
desacetilagdo da quitosana seja justamente a presenca de material estranho nas amostras. A

retirada das impurezas poderia reduzir ou minimizar esse efeiio.
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52 INFLUENCIA DO ALGINATO NA PRECIPITACAO DE FOSFATOS DE
CALCIO

A infiuéneia do alginato nas fases foi verificada através da andlise de difracfio de

raios-X (DRX) dos pés obtidos nas diversas condigdes. Os resultados siio apresentados nas
Figuras 5.3 e 3.4
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Figura 3.3: Difratograma dos pds obtidos em condigfio scida. a) branco 4cido, b) alginato 4cido 1. ¢) alginato

acido 2. M indica monetita e B brushita,

O resultado de DRX dos ensaios em branco mostra que ambas as amostras sio
compostas principalmente por brushita. Isso ndo é surpreendente, ja que é uma fase estivel
em meios fracamente dcidos, com pH entre 4 ¢ 6 [37]. Além disso, deve-se observar que a
mesma €, aparentemente, uma fase intermedidria na reacdio de formagio de hidroxiapatita

nesse intervalo de pH [40].
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Figura §3.4: Difratograma dos pds obtidos em condigo alealing. a) branco bisics, b)Y alginato bisice 1. ¢)

alginato basico 2. M indica monetits e B, brushita.

O DRX do branco alcalino revelou a presenga de picos em 20=264 ¢ 30.4°,
caracteristicos da monetita. Sabe-se que, apesar da monetita ser a fase estavel, a brushita é a
fase metaestdvel, sendo produzida por ter uma cinética de formagiio facilitada em relacfio a
primeira {7}, Entretanto, no processo de secagem, parte da brushita produzida no branco
pode ser convertida para monetita. Esse processo realmente ocorre para o branco alcalino,
provavelmente porque o pH relativamente elevado de precipitagio afete a interaclio entre os

ions caleio e as moléeulas de dgua.

A adi¢iio de alginato exerce um forte efeito na composicio de fases, ¢ este efeito
depende fortemente do pH do meio. Em meio dcido, surgem pequenos picos de monetita,
enquanto em meio alcalino esses picos sfo mais fortes, superando em intensidade os de
brushita. Esse fendmeno pode ser compreendido, se relacionado as propriedades deste

biopolimero. O alginato € um carboidrato, composto pela associacio dos dcidos de L-

L%
L
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Gulurénico e D-Manurdnico, conectados entre si através de uma ligacio Bl-+4. A Figura

3.3 mostra sua estrutura;

Além da estrutura da cadeia, € interessante notar a presenca dos grupos funcionais
hidroxila e, principalmente, carboxila. Este € o principal responsavel por grande parte das
interagfes em solugdo desse composto. De fato, esse grupo funcional é o responsavel pela

diferente distribuicdo de fases nas amostras.

Na formagfo de compostos com 4gua de composicio, € comum que esta se ligue
diretamente ao metal. Dessa forma, as moléculas de HoO presentes na brushita estfo
diretamente ligadas ou sfo fortemente atraidas pelos {ons calcio, devido a sua natureza de
dipolo permanente. Entretanto, a presenca de alginato afeta a capacidade de interagfio desse
fon. Sabe-se que o alginato se liga fortemente ao ion calcio, apresentando atividade
antimeralizante [52,53]. Parte desse efeito se deve justamente a presenga dos grupamentos
carboxila, gue € o ponto onde ocorre a ligag8o com o cdlcio. Manoli e Dalas [53] sugerem
que essa ligaclo com o alginato impede o desenvolvimento de certas estruturas por tornar
sitios de cristalizacfio na superficie dos cristais inativos. Além disso, sabe-se que a

associacfo célcio-polieletrdlitos em geral € hidrofdbica [27].

O efeito do pH nas fases € explicdvel levando-se em conta somente o efeito dos

radicais. Alginato em solucfio pode sofrer dissociaclo, segundo a reagfio r(5.1):
(R-COOH), — (R-COO, + nH" r{5.1)

onde (R-COOH) ¢ uma representacfo simplificada do alginato nfo-dissociado. E facil
observar que um aumento no pH do meio desloca o equilibrio para a direita, resuliando em
grupamentos carboxila dissociados. Desia forma, o alginato em pHs elevados apresenta
urna carga liguida negativa maior em sua superficie, resultando em wina maior eficiéncia na
interagio calcio/alginato, levando a uma diminuiclo da atividade em solugdo do primeiro
devido a um aumento relativo na deste dltimo. Ou seja, o fato do efeito do alginato na
distribuicio de fases ser afetado pelo pH do meio, leva a crer que exista uma contribuigio

fundamental de seu comportamento elétrico em solugfio.

Esta teoria é confirmada pelos dados de FTIR, mostrados nas Figuras 5.5 e 5.6, que

mostram, respectivamente, o resultado dessas andlises em meio dcido e bisico. A maior
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parte dos picos ¢ caracteristica da brushita, como relacionado na Tabela 5.3 1731, As
andlises realizadas em material precipitadc em meio 4cido sfo muito parecidas,
concordando com os difratogramas, Entretanto, nas amostras com alginato em pH alcalino
ogorrem algumas mudangas. A primeira delas é relacionada com a mudanca na composicio
de fases. Hd uma redugfio de intensidade do pico largo relacionado 2 Agua, ao redor de 3500
cm” . Fsta redugiio ¢ conseqliéncia da presenga de monetita. Como este € um composto
anidro, # quantidade de dgua de composicio na amostra diminui, com a consegliente

reduciio da intensidade dessa banda,

Mais interessante € a presenca de picos na regifio ao redor de 1400 cm™ Esses picos
sio relacionades a ligagbes dos radicais carboxila [74], sendo indicados nas Figuras 5.5 e
3.6 pelo simbolo ***_ Estas ligaghes aparecem com intensidade muito fraca nas amostras
alginato 4cido 1 e 2, mas so bem mais intensas nas amostras alginato basico 1 e 2. Isto
evidencia que a alteragdo do pH leva a um aumento da dissociaciio desses grupamentos,

aumentando sua inferagfo com as espécies iénicas em solugio.

Outra evidéncia que o aumento do pH leva 2 uma melhor associagiio entre espécies
ibnicas e alginato € a presenca, ainda que fraca, de bandas associadas aos grupamentos
metila caracteristicos da estrutura desse sacaridec [74]. Estas bandas nfio aparecem nas
amosiras produzidas em meio 4cido e nem nos brancos. Levando-se em conta que o
alginato foi adicionado em pequenas quantidades, o aparecimento destas € significativo, ¢

pode-se supor que em phis elevados, a incorporagdo de alginato pelo precipitado seja maior.
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Tabela 5.3: Ndmeros de onda caracteristicos de amostras de brushita/FTIR [731

Modo Vibracional | Ndmero de Onda (em™)*

Torcao OPO 519,533,583

Estiramento POH | 875,2140,2270,2380,2930

Torgio POH 785, 1200,1215

Estiramento PO 984.1057,1075,1123,1140

Estiramento (O) 1650

H,O

. 3160,3280,3490,3535.
(diversos modos)

* nlmeres em #talico indicam bandas fracas.
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Figura 5.6 Andlise de FTIR de (a) Branco bisico, (b} alginato basico | e (c) alginato bésico 2.

Qutro fator de importincia é que hé uma aparente redugdo da intensidade da banda
a0 redor de 1400 cm’™’ na amostra alginato basico 2, quando comparada com alginato basico

i. Este fator traz mais um aspecto até agora relegado nessa discussfio: o efeito ionétropico.

A presenga de fons divalentes em solugfo de polieletrélitos como o alginato leva a
formaciio de reticulados, ocorrendo a contragio das cadeias do alginato. Isto resulta na
formagio de redes poliméricas bem organizadas, com a presenca de capilares e a

precipitagio de géis [75,76]. Sugere-se que esta associagdo possa ter dois aspectos gue, no
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caso, tendeniam a ser opostos: as forgas moleculares entre alginato e fosfato de cédlcio e a

difusio de reagentes, em especial os fons fosfatos, para o interior deste gel capilar.

Quanto ao primeiro, € necessario que se faga, antes, um breve estudo da estrutura
cristalina da brushita e da monetita, A diferenca bésica entre esses dois compostos ¢ a
presen¢a de dgua de composigiio. Esta dgua de composicio ¢ mantida estavel no primeiro
composto pela presenga de pontes de hidrogénio entre fosfato e moléculas de dgua. A
estrutura da monetita pode ser observada na Figura 5.7 [77]. Os tetraedros representam os

grupos fosfato volumosos,

Figura 5.7: Estrutura ¢ristalina da brushita, retirada de [77].

O primeiro aspecto diz respeito justamente s pontes de hidrogénio. Na formagio
dos fosfatos de céleio em soluglo de alginate hé, inicialmente, a associacio entre alginato
o0s grupamentos carboxila disponiveis. Esta associagio leva & formaciio de um gel capilar.
A partir dai, por razBes termodindmicas (precipitados que ocorrem espontaneamente sdo
geralmente mals estdveis), ocorre a reagio com o fosfato e 2 incorporacio da agua
composicional. A primeira razdo para o cardter hidrofébico que se manifesta j& foi
diseutida: o calcio jd estd ligado 4 matriz polimérica ¢ a carga liquida superficial do sistema
dificulta esse tipo de associaglo. A segunda razéio € que o alginato apresenia grupamentos
carbonila e carboxila livres, que podem formar pontes de hidrogénio com os fosfatos.
Assim, a dgua, normalmente estabilizada na estrutura cristalina por estas pontes, ndo

encontra forma de se inserir na estrutura cristalina.
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A partir de determinada concentracio de alginato, entretanto, outro aspecto ganha
importineia: a reducfio da difusividade em solugiio pela formacgio de géis capilares.
ConcentracGes maiores do biopolimero resultam em vastas redes poliméricas que, na
pratica, diminuem a difusividade do meio. Isso dificulta a reagBo entre o célcio e os
volumosos grupamentos fosfatos. Ou seja, apesar da matriz polimérica possuir alia
capacidade, esta também possui uma afinidade demasiada com o lon célcio [24], e este €

virtualmente retirado do meio reacional,

Uma confirmagio deste efeito € oferecida por um aspecto do DRX: o pico de
difraciio da brushita focalizado em 26 =23.5% apresenta uma intensidade desproporcional,
em relaglo aos padrdes JCPDS. Essa assimetria ¢ relacionada a uma orientagdo preferencial
na direcio do plano [040], que por sua vez seria provavelmente causada pela diferente taxa
de adicfo das solugiies de Ca(NO3 ) 4H,0 e (INH ) HPO4.

Assim, a presenga excessiva de céleio no meio reacional resulta em crescimento
diferenciado em uma direcdio. Esta assimetria, entretanto, ¢ drasticamente reduzida nos
ensaios com alginato. Uma comparacio semiguantifativa pode ser feita calculando-se a
diferenca normalizada (em rela¢fo 2o maximo principal da segunda fase, monetita) entre a
intensidade do maximo de difracic resultante da orientagfo preferencial e a esperada para
um cristal comum de brushita, e fazendo o grafico em funglio da guantidade de alginato

presente no meio, como mostrado na Figura 3.8,

Observe que a fungfio orientago (calculada como descrito acima, sem dimensdo)
diminui de forma praticamente exponencial com 0 acréscimo de alginato, sendo que em
ambos os casos, tende rapidamente para zero. A menor orientacfio encontrada no branco
basico pode ser relacionada & formaclo de monetita, pois parte do fosfato de céleio

formado estaria contido nessa fase, o que resultaria em uma menor tendéneia & orientacdo.

60



CAPITULO 8 RESULTADOS F DISCUSSAD
30 8
" é e Meio Acido — s - Melo Alcalino

98 o # o] 8
2 B
= 4 0
el B e i : &
2 | s &
= 43 1 - e
& i w
€ ¢ e d i
(= i &
o L — - B
% \\ R
-4 s -
5 5

5 — g . %3 &

‘xﬁ_wx
e e e S— oo oo
o . ; : ; -1
5 5 15 35 35 45 55 88 %

Concenfragio de Alginate (ppm)

Figura 5.8 Refaciio entre orientagdo preferencial, concentragio de alginato e pil

A agiio do alginato no sistema € perceptivel mesmo quando nfo hé variaglo na

composicio de fases. As Figuras 5.9, 5.10 e 5.11 mostram micrografias obtidas por MEY

das amostras branco 4cido e alginato deido 1. As amostras foram preparadas a partir da

prensagem do pd, como descrite no Capitulo 4. As particulas do primeiro apresentan-se

pouco homogéneas, com formas e tamanhos varidvels. Na precipitacio com alginato, as

particulas apresentam a tipica forma de plaquetas [37}, apesar de um certo alargamento ser

abvio na altura. Este

I3

=

atribufdo 4 assimetria do precipitado, como visto anteriormente.

Além disso, as particulas sfo aparentemente maiores que as encontradas na amostra branco,
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Sabe-se que a precipitagfo ¢ correspondente formagdo da estrutura cristaling ocorre
em duas etapas: nucleaglo e crescimento. O ponto inicial € a formagdo do niicleo, que deve
atingir wm tamanho critico para que ocorra a fase de crescimento. A energia livre de
nucleac@o ¢ dada pela diferenca entre a necessdria para formagfo da drea superficial da
nova fase ¢ a obtida com sua formago a partir de wma soluglo supersaturada [11], como

mostrado na equagio (5.1}

AG = —nkT In(S) + o4 (5.1)

onde § € o teor de supersaturagdo do meio, o € energia livre interfacial da nucleagdo (IFEN,
interfacial free energy for nucleation) ¢ A € a area da nova fase Para nucleagho homogénea

IFEN € igual a tensfio superficial entre as fases,

Entretanto, quando ocorre nucleacdo heterogénea hé a presenca de um substrato que
fornece uma superficie sobre a qual ocorre a formaglio do nucleo e o crescimento do cristal.
Ha, necessariamente, um angulo formado entre substrato e precipitade devido a tensfo
superficial entre as duas fases. A partic de argumentos geométricos e algumas
simphifica¢Ges {(comeo IFEN independf:nie do tamanho da particula), pode-se provar que a

energia livie de nucleagio critica heterogénea esté relacionada a homogénea por [11,25]:
S o -
AG e = AGyomI () (5.2}

2 (2+cosé)

F{@y=(1~-cosé) 3

onde & é o dngulo entre as superficies. O fator I'(6) representa uma redugo na energia livre
necessaria para formar um nidcleo de tamanho critico, pela simples presenga dessa
superficie no meio onde ocorre a nucleaglo. A presenga de cargas pode afefar esse processo

de forma ainda mais extensa,

Na precipitagio, sem a presenga de aditivos, a formaclo do nicleo € uma etapa
decisiva: se ela domina, menores particulas sfo obtidas. Esse € justamenie o caso das
amostras em branco, que passariam por um processe de precipitagio homogénea.
Entretanto, 2 presenca do biopolimero oferece grupamentos carboxila que funclonam come

uma mirfade de sitios, resultando em um processo de nucleaglo heterogénea ¢ uma
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conseqiente redugdo do fator I'(8). Dessa forma, ocorre a predomindncia da fase de

crescimento, permitindo um maior tamanho de particulas.

Observe que o efeito do alginato nfo se deve meramente a incorporagiio do
bicpolimero ao precipitado. Ele parece exercer, antes de tudo, uma ag#io dindmica, agindo
como agente nucleador e ndo sendo necessariamente coprecipitado. Na verdade, parece
haver um equilibrio entre ¢ alginato em solugfo e o precipitado, visto que boa parte deste se¢
mantém em solugio. Este fato é comprovado através do ensaio descrito no item 4.4.5, no
qual: uma reagio de precipitaciio é conduzida com 70 ppm de alginato, pH do meio= 4,8,
sem corregdo posterior. Essa condigiio, como foi demonstrado nos experimentos descrito
nesse mesmo item, € tal que nfio haveria incorporaco de alginato ao precipitado. Esta
condiciio é comprovada na Figura 5.5, (¢). Entretanto, ao invés de filtrado e seco, o
precipitado ¢ simplesmente seco, a uma temperatura de aproximadamente 30°C e analisado
por FTIR. O resultado, mostrado na Figura 5.12, mostra um extenso pico a 1400 em™,
comprovando que houve larga incorporagiio de alginato. Ou seja, & maior parte do

biopolfmero continua em solugio, capaz de, quigd, continuar a atuar como agenie

nucieador.
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Figura 5.12: FTIR de amostra produzida em pH=4.8, com 70 ppm de alginato e seca sem
filtraclo prévia.
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5.3 INFLUENCIA DA QUITOSANA NA PRECIPITACAC DE FOSFATOS DE
CALCIO

A adigio de quitosana apresenta também um efeito considerdvel na formacio de
fases, como mostrado nas Figuras 5.13 e 5.14, Este efeito, entretanto, apresenta diversas

diferengas em relacfo ao do encontrado nas precipitagbes com alginato.

Inicialmente, as amostras em branco apresentam uma intensidade bem maior nos
maximos relacionados a monetita, em especial a amostra obtida em meio alcaling. Isto é
efeito direto da presenga da soluglo de 4cido acético, Em meio 4cide, apenas uma parte
desse dcido fraco se dissocia, liberando fons carboxila no meio. Entretanto, em meio bésico,
ocorre uma dissociagdo total, e a disponibilidade desses ions aumenta enormemente. Como
explicado anteriormente, o fon carboxila forma ligagBes hidrofébicas com o cdlcio, por
inibir ligagGes entre o fon cdlcio e as demais espéeies ativas no melo ¢ exercer impedimento
estérico em determinados sitios de crescimento {53]. Aqui, este efeito aparece isolado do
efeilo ionotrdpico, tornando clara a importincia das cargas em solugiio no processo de

precipitacio dos fosfatos de célcio.

A presenga de quitosana exerce um papel oposto ac do alginato: hd maior
quantidade de monetita em meio dcido. Essa propriedade ¢ também relacionada 2 presenga

das cargas superficiais neste biopolimero.

A quitosana € mantida em solucdio pela protonacio dos seus grupos amina, como

visto na reagdo r{5.2%
(R-NH3), ~ (R-NH3 ) + nOH r(5.2)

onde R representa as glicoses que formam a cadeia deste polissacarideo. Logo, o proprio
processo de disseluglio atribui, a este biopolimero, carga superficial positiva. Apesar disso,
sabe-5¢ que a quitosana € um eficiente agente quelante, através do par de elétrons nfio-
higantes do nitrogénio [59,71]. Assim, um mecanismo semelhante a0 do encontrado fno
alginato ocorre: a combinagfo de interaglo entre eléirons nfo-ligantes e fons céleio e efeito
ionotropico exerce forte aglio antimineralizante, impedindo as moléculas de dgua de se

ligarem ao fosfato de calcio formado, resultando na forma anidra, a monetita,
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Figura 3.13; Difratograma das amostras obtidas com guitosana em meio dcido. a) Branco quitosana acido, (b)

gquitosanz dcida 1 e (¢} quitosana acida 2. Picos principals de monetita marcados por M.

Deve ser observado, contudo, que ¢ efeito do pH € bem menor nesse caso. Hé uma

reducdo na quantidade de monetita, que poderia ser relacionada a uma diminuicio da sua

interagdo com o célcio, mas o que ocorre € provavelmente o oposte, Para que ocorra a

calcificacfio € necessdrio que haja uma boa interacdio entre calcio e substrato e gue esse fon

esteja disponivel para reagir com as espécies presentes no meio. Um substrato com alta

capacidade e com alta compatibilidade retiraria os fons cdlcio eficientemente da solugdo

[59,71], impedindo a reagio.
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Figura §.14: Difratograma das amosiras obtidas na presenga de quitosana em meio basico. (2) Branco

quitosana basico, (b} quitosana basica 1 e {c) quitosana basica 2. M indica os principais picos de monstita,

Com o sumento do pH ocorre a dissociaglo da quitosana, liberando protons para o
meio ¢ adquirindo uma carga superficial liquida mais negativa, ou seja, com uma maior
afinidade pelos fons célcio. Esse aumento de afinidade impede a interagio com o fosfato e a
formacio de qualquer precipitado. Esfa tese encontra apoio na literatura. Beppu [24,59]
observou wm aumento na compatibilidade entre cileio e quitosana em mailores pHs. Vieira
71} obsgervou vma diminuigio na adsorgio de Hg” - um ion divalente como o cdleio - e
atribuiu o fato 2 um aumento na solubilizagio do complexo quitosana - metal nessa faixa de

pH.

Quando a concentracfio de quitosana aumenta em 10 vezes bd um efeito curioso: a
gquantidade de monetita no meio diminui. Comeo foi explicado antes em relagdo ao alginato,

esse fator ndo é conseqiiéneia de uma diminuiclio na interacio da guitosana. Ao contrario, ©
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gue ocorre € que um gel capilar t3o denso é formado que os fons calcio s#o retirados do
meio reacional, impedindo a precipitacio pela reaglio com os fosfatos, ja que estes nfio
conseguem difundir para o interior da rede. A monetita ¢ formada provavelmente apenas na

parte exterior do gel.

Os dados obtidos por FTIR, mostrados na Figura 5.15 e 5.16, confirmam os
resultados dos difratogramas. As amostras obtidas com 70 ppm de quitosana mostram
espectros semeihantes s amostras de conirole do alginato. O que chama z atenclo nos
outros espectros sio as bandas localizadas aproximadamente em 1400 cm’™, que sdo tipicas
da interacfo com carboxilatos. Nas amosiras de controle a intensidade ¢, de certa forma,
proporcional ao efeito na composicdo de fases, uma vez que quanto maior a quantidade de
mongtita presente no pd, segundo os difratogramas, maior a intensidade dessa banda. Isso
confirma o efeito do balango de cargas através da interaglio carboxilato-célcio, e demonstra

a interacdo basicamente eletrostética dessa interagio.

A analise dos resultados para as amostras produozidas com 7 ppm de quitosana
mostra picos em 1400 em™ com intensidade semelhante. Como esse efeito nio € observado
nas amostras de controle, e a influéncia da quitosana na dissociag@o dos carboxilatos nessa
concentragiio € desprezivel, sugere-se que hd um efeito sinérgico entre asduas espécies,
dcide acético e quitosana. Obviamente, essa sugestio ndio pode ser confirmada sem a
utilizacio de andlises avancadas que permitam obter detalhes sobre a natureza da ligacio
dos biopolimeros in sifu. Entretanto, essa teoria parece concordar com os dados
experimentais, inclusive explicando porque a quitosana tem um efeito menor sobre a
composigio de fases em concentragdes maiores, mesmo com a presenca de carboxilas
dissociadas. Como o efeito ¢ sinérgico, a retirada de um dos elementos do mecanismo
(diminuicdo da interacfio foms-quitosana) consegiientemente levaria a falhas no processo

como um todo.

As amostras produzidas com quitosana nfo apresentam grandes diferencas
morfolégicas em relagfio & morfologia tipica de amostras de brushita/monetita. Algumas
micrografias em MEV podem ser vistas nas Figuras 5.17, 5.18 ¢ 5.19. O que chama a
atencio ¢ que as amostras produzidas com quitosana apresentam cerfa orientaciio de

particulas em uma mesma dire¢iio. Aparentemente, esta € a mesma direcdo na qual se

68



CAPITULO 5 RESULTADOS E DISCUSSAC

organiza a rede biopolimérica. Casos semelhantes podem ser encontrados na literatura [78]

¢ na morfologia de hidroxiapatita produzida com quitosana, neste mesmo trabalho.
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Figura.5.18: MEV dz amostra quitosans deida |

Figura §.19: MEV da amostra quitosans deida 2
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5.4 PRECIPITACAO NA PRESENCA DE ALGINATO E QUITOSANA NO PH DE
ESTABILIDADE DA HIDROXIAPATITA.

Os difratogramas das amostras obtidas com alginato, pré e pds-envelhecimento
podem ser vistos nas Figuras 5.20 e 521, respectivamente. Existe grande semelthanca entre
as amostras antes do envelhecimento, ambas apresentando os mesmos picos principais. Ha
duas fases identificaveis, hidroxiapatita e monetita (indicado nos difratogramas por M),
sendo que a maioria pertence 4 primeira. Este fato, aliado 4 auséncia da monetita nos
difratogramas obtidos com as amostras pds-envelhecimento sugere que esta ¢ uma fase
intermedidria, posteriormente hidrolisada para formar HA, termodinamicamente estivel
neste pH. Este fato ja havia sido sugerido na literatura {6], Outro fator interessante é a
semelhanga entre os picos dos dois difratogramas. Isso sugere que a cristalinidade das
amostras ¢ semelhante, ¢ que o alginato néio tem efeito na composigio de fases para
pequenos fempos de reago. Esse efeflo na composigo de fases € esperado, tendo em vista

que a hidroxiapatita € a (inica fase estivel nessa temperatura e pH.

Enfretanto, apds o descanso overnight, hi efeitos facilmente identificdveis nos
difratogramas. O primeiro, € o desaparecimento dos picos de monetita, indicando que a
reagdo € completada durante este perfodo, tanto na amostra branco quanio nas que contém
alginato. O segunde, ¢ uma reducfo significativa na cristalinidade, indicada pelo
acoplamento dos picos entre 31-34 © (20) em um . Deve-se observar que esse efeito &
oposto ao observado normalmente, no gual ocorre um aumento da cristalinidade do

precipitado [67].

A alteracfio do alginato na cristalinidade do material pode ser estimada a partir das
equagdes apresentadas por Landi er al. [79]. Esta se basela na separagio entre as reflexdes
originadas nos planos [300] ¢ [112] da hidroxiapatita que, em difragdo efetuada com
radiag@o do tipo Culy;, estariam aproximadamente em 26 =322 ¢ 32,9°, respectivamente.
A relagio estd explicitada na eguacfio (5.1), onde Vi € a intensidade do intervalo ( ¥V do
inglés void) entre esses dois picos, X é a cristalinidade(fracional) da amostra ¢ Ly, € a

intensidade deste pico.

X, =1-11120300 (5.1)
I300
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Observe que essa equagio tem um forte cardter semi-empirico, e gue a estimativa de
cristalinidade deve ser utilizada apenas para hidroxiapatita, ndc sendo um pardmetro
compardvel com outros compostos ¢ com os obtidos por tratamentos matemdaticos mais
complexos, como o refinamento de Rietveld. B importante citar que, por exemplo, em uma
cristalinidade caleula como zero por essa equacio, o difratograma ainda apresenta diversos
picos de difragio, mostrando que amostra possui cerfa organizaclio de rede cristaling e
conseqlientemente, uma cristalinidade maior que zero. Assim, para se obter um pardmetro
de comparaclc enire as amostras obtidas, esta equagio foi utilizada junto com os
difratogramas para calcular os valores de cristalinidede para as diversas amostras. Os

resultados estdo dispostos na Tabela 5.4.
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Figura 5.20: Difratogramas de precipitado obtidos na presenca de alginato, pré- envelhecimento. (a) Branco
HA alginato pré, (b} HA alginato pré 1, (¢} HA alginato pré 2.
Antes do envelhecimento os precipitados apresentam cristalinidades muito

semelhantes. Tendo em mente que 2 equagdo (5.1) é apenas uma estimativa da
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cristalinidade, com erros que podem chegar a 10%, pode-se dizer que os valores obtidos sdo
iguais. Ap6s o envelhecimento hd um pequeno aumento da cristalinidade da amostra em
branco. Ndo se pode afirmar se esse efeito € significativo, pois o pequenc aumento esta
dentro da faixa de erro da equagdio, mas provavelmente isso realmente ocorre, pois a

literatura cita um aumento de cristalinidade proporcional ao tempo de digestao [67].
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Figura 3.21: Difratogramas de precipitados obtidos na presenga de alginato, pos - envelhecimento. (a) Branco

HA alginato pés, (b) HA alginato pés 1, (¢} HA alginato pos 2.
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Tabela 5.4: Cristalinidade das amostras produzidas com alginato / pH de estabilidade da HA.

X (fracional)

[Alginato] (ppm) o 7 70
Pré-envelhecimento 0,17 0,23 0,20
Pés-envelhecimento | 0,26 0,02 0

As amostras produzidas com alginato, apds o envelhecimento, apresentam grande
reducio da cristalinidade, chegando a valores proximos de zero. Este efeito estd relacionado
diretamente 4 presenca de alginato. Inicialmente, nfio haveria a formacgfo de ligages
efetivas entre caleio e alginato, provavelmente porque a formagdo de HA € cineticamente
favoravel. Além disso, o ion calcio € protegido no cristal, pela presenca dos volumosos
grupamentos fosfato (ver Figura 3.1). Entretanto, com o passar do tempo, o alginato tende a
alterar a estrutura, possivelmente segiiestrando os ions cdlcio e retendo-0s em um gel,
resultando em uma estrutura com deficiéncia de cdleio. Como a reaglo ocorre durante o
amadurecimento, sugere-se que o alginato tenha sido gradativamente incorporado ao

precipitado.

(s resultados de FTIR, mostrados nas Figuras 5.22¢ 5.23, para os pos obtidos com
dopagem com alginato trazem diversas informagfes novas. Na amostra de controle aparece,
antes do envelhecimento, uma banda intensa 1400 em™’, que se atribui a incorporagio de
CO, durante a precipitagio. Esta banda some apds o envelhecimento. Esta incorporacgio,
apesar de intensa, ¢ instavel devido a propria estrutura cristalina da hidroxiapatita, que
admite uma substitui¢io maxima de cerca de 22%. Durante o processo de amadurecimento
ocorre uma reorganizacio da estrutura cristalina, com a dissoluglio de cristais
{espectalmente aqueles menores ou com energia livre de Gibbs maior) e reprecitagio sobre
outros. J& que o meio ndo ¢ saturado com CO; € natural que durante esse processo o0s

cristais instavels se dissolvam e reprecitern em uma forma quase livre de carbonato.

73

Gl COLECAD




CAPTULO § RESULTADOS E DISCUSSAC

Ja as amostras produzidas com alginato apresentam um aumento continuo da banda
em 1400 em™, Esse aumento é devido & prépria incorporagio continua do biopolimero no
precipitade. Observe que, ao contrario da brushita, a interagfio alginato-HA ¢ certamente
acompanhada de uma incorporacdio definitiva do biopolimero. A causa seria a estrutura
cristalina da hidroxiapatita, na qual alguns fosfatos sio substituidos por carboxilatos. E de
se esperar que a reprecipifacio ocorra de forma a minimizar 2 energia livre do processo. Em
um processo de nucleacfio heterogénea com biopolimero, esse papel € exercido pelo
alginato. Assim, 4 medida que ocorre a dissolucdo dos cristais, estes tendem a reprecipitar
sobre a matriz polimérica onde, devido aos aspectos cristalinos jé citados, ficariam

permanentemente retidos.
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Figura 5.22: FTIR de precipitados obtidos na presenca de alginato, pré- envelhecimento. (a) Branco

HA alginato pré, (b) HA alginato pré 1, (¢) HA elginato pré 2.
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Figura 5.23: FTIR de precipitades obtides na presenca de alginaio, pds - envelhecimento. (a) Branco

HA alginato pdg, (b) FLA alginato pds 1, {c) HA alginato pés 2.

O efeito da adicio de guitosana nesse mesmo pH tem um efeito bem diverso do
alginato, A diferenga ¢ 6bvia pela prépria aparéncia da amostra. Enquanto as amostras em
branco apresentam-se como tipicos fosfatos de cdleio, ou seja, como pés de coloracio
branca, as amostras produzidas com quitosana t&m um aspecto vitreo, ou seja apresentam
heterogeneidades com uma aparéncia translicida. Os difratogramas pré e pds
amadurecimento podem ser vistos nas Figuras 5.24 e 5.25. A partir desses também foi

calculada a cristalinidade da amostras, ainda utilizando-se a equacio 5.1, Os resultados séo

mostrados na Tabela 5.5,
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Tabela 5.5: Cristalinidade das amostras produzidas com Quitosana / pH de estabilidade da HA.

X (fracional)
[Quitosana] (ppm) 0 7 70
Pré-envelhecimento 0,22 0,30 0,35
Pos-envelhecimento 0 0,48 0,53

1)

b}

intensidade (U A

A\

20 25 a0 35 40 45 50

Figura 5.24: Difratogramas de precipitado obtidos na presenca de quitosana, pré envelhecimento. (a) Branco
HA quitosana pré, {b) HA guitosans pré 1, {¢) HA quitosana pré 2.
Nota-se que a cristalinidade do branco com quitosanz € muito semelhante a0 do

branco do alginato. Entretanto, o amadurecimento produz uma reducio na cristalinidade da
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amostra. Isso provavelmente se deve ao 4cido acético adicionado, que por conter radicais

carboxila exerce um efeito semethante ao alginato.

O efeito da quitosana € peroeptivel antes do amadurecimento. Apesar de para a
amostra produzida com 7 ppm este efeito ser discreto, podendo ser atribuido ao erro
inerente 3 estimativa, a amostra com 70 ppm também apresenta maior cristalinidade, além
do limite do erro, sugerindo que essa alteragdo é realmente provocada pelo biopolimero.
Apds o envelhecimento, hd um aumento da cristalinidade da primeira amostia, enquanto a

outra permanece em um nivel constante.
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Figura 5.25: Difratogramas de precipitado obtidos na presenga de quitosana, pés- envethecimento. (a) Branco
HA guitosana pés, (b) HA quitosana pés 1, (¢} HA guitosana pos 2.

A provavel causa desse fendmeno € que a hidroxiapatita ¢ formada dentro da

estrutura da quitosana. Assim, quando a precipitagio ocorresse a 7 ppm haveria urna menor

disponibilidade de "sitios de ancoragem” por volume para o calcio, a partir do gual se
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iniciaria o processo de nucleagio e crescimento. Assim, haveria um lapso de tempo até gue
o processo se completasse, durante o qual ocorreria a difusdo do caleio por toda a rede
polimérica. Um mecanismo semelhante fol sugerido por Rusu ef ol [78]: a quitosana
formaria uma matriz e, no seu interior, haveria a precipitagiio dos fosfatos de célcio,

formando uma rede organizada e sujeita a orientacBo cristalografica.

Este mecanismo € confirmado, em parte pelos dados de FTIR, mostrados nas
Figuras 5.26 e 5.27. Todos os espectros apresentam bandas fortes em 1400 em™, que &,
como citado anteriormente, caracteristica do grupamento carboxila. Entretanto, nas
amostras dopadas com quitosana acontece uma transformago importante antes e depois do
envelhecimento: esses picos tornam-se mais estreitos, caracteristicos de amostras com
mator cristalinidade. O que se sugere ¢ que ¢ mecanismo de aclio sinérgica envolvendo os
grupos amina da quitosana, os grupos carboxila do 4cido acético e os {fons cdlelo ocorram
durante ¢ processo de reprecipitagfio. Assim, o estreitamento dessas bandas é devido 2
formacéo de nanoparticulas nos sitios de ancoragem, orfentadas emn determinadas diregdes.
(Observe que esta feoria estd de acordo com os dados de cristalinidade obtidos pars
precipitados com quitosana, mostrados na Tabela 5.5. Anies do envelhecimento, a amostra
contendo 70 ppm de quitosana j4 aprresentava uma banda estrejia, bem definida, De fato, a

variacio de cristalinidade antes e depois do envelthecimento nfio foi significativa,
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Figura 5.26: FTIR de precipitado obtidos na presenga de quitosana, pré- envelhecimento. (a) Branco

HA guitosana pré, (b) HA quitosana pré 1, {¢) HA quitosana pré 2.
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Figura 5.27: FTIR de precipitado obtidos na presenca de quitosana, pos- envelhecimento. (a) Branco HA
quitosana pos, (b) HA gquitosana pds 1, {¢) HA quitosana pos 2.

Algumas micrografias obtidas em MEV das amostras em branco e precipitadas na
presenga de alginato sdo mostradas nas Figuras 528, 520 e 530. O branco pos-
envelhecimento apresenta uma morfologia semelhante & morfologia de aguths da
hidroxiapatita, apesar de um pouco arredondadas, sugerindo baixa cristalinidade e
substituigio por carbonatos. Quande o alginato participa da precipitacfo, entretanto,
aparecem algumas diferengas. Antes do envelhecimento estio presentes particulas de

alginato de uma forma tipicamente eliptica. O envelhecimento, enfreianto, resulta em
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particulas que se apresentam ainda mais semelhantes a apatitas carbonatadas, pouco
cristalinas. Essa aparéncia se deve, provavelmente, a descalcificacdio promovida pelo

alginato.

Alguns aspectos do difratograma podem ser ntilizados para a melhor compreensgo
do processo de precipitagiio. Scherrer, citado em [80], relacionou o alargamento dos picos
ao tamanho dos planos perpendiculares dquela direglio cristalografica, através da seguinte
equacio:

0,94

X, = (5.2)
ST FWHM x cos(6)

onde X; € o tamanho do cristal [nm], A ¢ ¢ comprimento de onda da radiacdo incidente
[am], FWHM [rad] € o tamanho do alargamento do pico em uma altura correspondente a
metade da intensidade total (do inglés full width at half maxinmen) e 8 [°] € o Angulo no

qual o pico aparece.

Aplicando a equag@o (5.2) nos difratogramas, uma estimativa do tamanho das
particulas pode ser obtido, como mostrado nas Tabela 5.6. Foi utilizado nos céleulos, o pico
gue aparece aproximadamente em 28=26° ¢ que corresponde ao plano {002] da
hidroxiapatiia e a0 crescimento na diregio do eixo-c. A principal vantagem € gue, além
desse pico ser isolado ¢ permitir uma melthor estimativa do alargamento, a literatura associa

a presenca de monossacarideos a wma orientagfo em relagdo a esse eixo [81].
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Figura 5.29: MEV da amostra Alginato HA Pré 2,

Figura 5.30: MEV da amostra Algindto HA Pos 2
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O crescimento dos cristais que ocorre na amostra em branco estd de acordo com os
dados da lhiteratura [67]. Os fons cdlcio e fosfato precipitam sobre as particulas de
hidroxiapatita, resultande em cristalitos maiores ¢ com malor cristalinidade. Deve-se
chamar a atencfio para a diminuicfio de tamanho que ocorre durante o envelthecimento da
amostra produzida com 7 ppm. Este dado confirma a teoria apresentada anteriormente, que
envolve a acio do alginate durante o amadurecimento. Sugere-se que o alginato promova
wm  processo  dindmico de  descalcificacio/dissolucio/reprecipitagio  durante o
envelhecimento. Parte dos {ons cédlelo retidos na rede seriam a base para a reprecipitacio da
HA, enquanto outra parte ficaria retida, incapacitada de reagir, no gel biopolimérico. Teng
er al. {72} analisaram precipitados formados com alginato por microscopia eletrnica de
transmissdo ¢ relataram que estes se associam na forma de fibras, sendo sua morfologia
afetada pela quantidade de alginato presente. Quanto maior a quantidade de alginato no
meio, maior a rede e o entrelacamento dessa estrutura, facilitande a formacio de

precipitados interligados e aumentando o tamanho dos cristalifos.

Tabela 5.6: Tamanho dos cristalitos das amostras precipitadas com alginato / pH de estabilidade da HA.

X (nm}
[Alginato] (ppm) 0 7 70
Piﬁé»&nveﬁheoimeme 52 52 41
Pés-envelhecimento 59 30 &3

A morfologia das amostras precipitadas na presenga de quitosana também apresenta
algumas diferencas significativas. A amostra em branco, Figura 5.31, apds o
envelhecimento apresenta um aspecio esférico, semelhante &s precipitadas com aiginato.
Sua aparéncia é semelhante & da amostra obtida com 70 ppm de quitosana antes do
envelhecimento, Figura 5.32. Entretanto, apds esse intervalo, surgem grandes diferengas
morfolégicas, como pode ser visto na Figura 5.33. Ao invés de aglomerados de

conformacio esférica, observam-se particulas com formato caracteristico de agulha, tipicos
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da hidroxiapatita. Merece atenclio o fato de que essas particulas aparentam formar
aglomerados orientados. Rusu ef af. [78] sugetiram que a formagiio do compdsito quitosana
~ hidroxiapatita ocorre dentro do gel polimérico, acompanhando a direcio das cadeias.
Diessa forma, a quitosana produziria agrupamentos de microparticulas orientadas.

Mais dados a respeito da morfologia podem ser obtidos utilizando a equagiio (5.2).
Os resultados estiio dispostos na Tabela 5.7, A reducio de tamanho da amostra em branco é
atribuida a presenga de deido acético, pois a carboxila inibe o crescimento da particula por
bloguear sftios ativos, Assim, durante a reprecipitagiio, ocorre uma redugfio do tamanho do
cristalito pela nnbié;,ao desses; mm& _

Ob&ewe que a presmng& de- qusmaam icva a formagio de pequenas. particulas
mstahm& A p&mr das . mformag;&as apresemad%, pc}éa §€- sugerir. um mecanismo: a
presenca da qmteﬁsam prové radwam que agam como sitios para -a ferma&:&a da
hidroxiapatita. A wﬁf{armagaa camatemtwa d@ gel b;c;polsmerma resulta em regiGes
isoladas, onde s imrmam ﬂanepam{:ulas é{a crzsm mcfad@ elevada e orientados
E‘pit&‘i&&imﬁl"i‘fﬁ as cadams da fimtosam (} uéﬂm@ a‘ate }a fm confirmado anim‘scxrmente 601,
com tma oramta{;m} em miaga@ a0 Six6 . A- preqeng,a.dmm e’amﬁmgéﬁ o d@s nanocristais
seriam o8 resgmsavms p@i{) aspecto wirea da am@sm E«Ts&m orientaglo pode ser visualizada

por btz‘refrmgﬁmm COmo” megtra{ie nas Flguras S 33,534 535,

(}bscwa quﬂ a ammaﬁra controle m%i‘m aiguma birrefringéneia, Tsse fato €
esperado, vmm qua o maﬁcrm% ¢ ariaml ‘&, portanio, ¢ orientado em determinadas
é%i‘&&;{)&é._ﬁﬂfﬁ%ﬁaﬁii};_ & ebgerxfade apenas nas pari;xculas_qm estiio orientadas de forma a ter
5@{1&?@_&:&03- cristalinos corretamente orientados eny relagio ag feixe de luz polarizada. Nas
amostras produzidas com guitosana, mostradas nas Figuras 534 ¢ 5.35 praticamente todas

as particulas exibem este fendmeno, o que sugere uma orientagio ndo-aleatdria do material.
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Tabela 5.7: Tamanho dos cristalitos dag amostras precipitadas com gquitosana / pH de estabilidade da

HA.
X (nm)
[Quitosanal (ppm) 0 7 70
Pré-envelhecimento 69 83 69
Pds-envelhecimento 41 26 35

Figura 5.34; Micrografia obtida através da passagem de tuz polarizada através da amostra branco HA

Quitosana pos.
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Figura §.35: Micrografia obtida através da passagem de fuz g:éﬁia'rimda'atmvés. da mmosira igmi.é:i}sana. HA pdsl.

Figara 536 Microgralia obtda através da passagem de luz oolarizady através da amostra quitosana HA pés

89



CAPITULO 5 RESULTADOS E DISCUSSAD

Figura 5.32: MEV da amostra Quitosana HA Pés 2.
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£.5 ESTUDO DAS FASES APOS TRATAMENTO TERMICO

O difratogramas obtidos para as amostras precipitadas com alginato apés tratamento a
530°C e 1000°C podem ser vistos nas Figuras 3.36 e 5.37. Todas as amostras apresentam
picos que sfo identificados como pirofostate de calcio (CPP, CapPhOy). Entretanto, uma
série de fatores nos difratogramas estd relacionada as fases presentes inicialmente na

amostra utilizada,

Ce

) | C
E C

R

Intensidade (U. A)
iR

2 % Kt 35 40 45 50

Figura 5.36:Difratograma das pastilhas apés tratamento térmice a 550 *-C. (a) Branco alginato
basico.(b) Alginato basico 2.
Os difratogramas das pastilhas a 550 °C mostram apenas picos de pirofosfato.
Entretanto, enquanto a amostra em branco apresenta apenas um pico principal e resquicios
de outros, a amostra alginato bdsico 2 apresenta um difratograma bem mais definido,

sugerindo uma maior conversio. Este fendmeno se repete nas amostras sinterizadas a
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1000°C. Na amostra alginato dcido 1 hd um difratograma intermedidrio entre o obtido a

partir do branco basico ¢ de alginato basico 2.
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Figura 5.37 Difratograma das pastilhas apds sinterizagio a 1006 ° C. (a) Alginato branco bisico. b) alginato

dcido 1 <) alginato basico 2,

Também ¢ interessante observar-se a presenga de picos de B-TCP nas amostras
sinterizadas em 1000 °C. Esse pico ¢ ausente na amostra obtida em meio dcido, mas esta
presente naguelas obtidas em meio alcalino, sendo de intensidade praticamente idéntica. A
explicagio para isso ¢ que, quando da etapa de ajustc de pH. ocorre uma formacio de
apatita calcio-deficiente, que, pela propria sobreposicio comum nos difratogramas de
fosfatos de cdlcio, ndo foi detectada na analise das amostras nio-sinterizadas. Entretanto,

quando aquecidas acima de 700 °C esta apatita se transforma em B-TCP.
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A presenga de uma maior cristalinidade nas amostras obtidas em meio basico com
alginato estd aparentemente relacionada & presenga de monetita. O mecanismo seria
iniciado com a conversiio de brushita para monetita através da perda da dgua composicional
e uma mudanca da sua organizacfio cristalina. A monetita, por sua vez, passa por um
processo mais profundo de reorganizaciio de sua estrutura cristaling que tem inicio com a
jungfo de dois cristais e a perda de uma molécula de dgua para formagdo do CPP. As

reacdes sfo:
CaHPO2H,0— CaHPO, + 2H0 1{5.3)
2CaHPOs— CaPa Oy + HaO 15.4)

A fase cristalina resultante é tetragonal. Observe gue nfo hd modificagio da razédo
Ca/P, mas ha uma modificacio profunda de sua estrutura cristalina. Enquanto os
gupamentos ortofosfato da monetita/brushita apresentam os dtomos de fosforo cercados por
quatro dtomos de oxigénio, o grupamento pircfosfato apresenta um atomo de oxigénio
ligndo a dois de fosféro, cada um dos quais cercado por mais trés de oxigénio, O
pirofosfato é, entdo, resultante da associagio de dois grupamentos ortofosfato e da perda de
uma molécula de dgua. Essa modificagdo torna a reagdo extromamente fenta, e a mesma &
provavelmente intermediada por uma fase amorfa. A presenca de brushita certamente torna
o processo cineticamente ainda mais desfavordvel, pois hé necessidade de energia extra
para a perda da 4gua composicional ¢ outre mudanga na estrutura cristalina (observe que,
como todo 0 processo de organizagio possui entropia negativa, € inevitdvel gue haja aporte

de energia).

Um mecanismo semelhante também fol sugerido no trabalhe de Catherine e Skiner
(821 e Tanaka ef al. [83]. A cinética lenta do ltimo passo foi atribuida a grande mudanga
estrutural dos dnions [82). Tanaka ef ol [83] , por sua vez, sintetizaram brushita por um
método sol-gel e obtiveram uma cristalinidade ainda menor, com a presenca de picos
apenas em 28 <20°. A sugestic do mecanismo por parte desses Gltimos baseou-se
largamente em estudos por andlise termogravimétrica diferencial e FTIR. Ate 350 °C

haveria a transformacio de brushita em monetita e a partir dai ocorreria a reagfio 1{5.4).
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Assim, se ha maior presenca de monetita na amostra nfo-sinterizada, a formacio de
pirofosfato torna-se cineticamente faciltada em relagio 4 de amostras que contenham

apenas brushita. Isso permite a obtengic de um produto final mais cristalino.

As amostras sinterizadas na presenca de quitosana apresetam resultados curiosos,
como mostrado nas Figuras 5.38 e 5.39. Mesmo as amostras que apresentam pouca
monetita, como a quitosana 4cida 2, apresentam picos mais definidos do que as obtidas com
alginato, O mecanismo nio estd bem claro, porém acredita-se que o dcido acético afete a

cristalografia das amostras antes da sinterizacio, influenciando na cristalografia final.
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Figura 5.38: Difratograma das pastilhas apos sinterizagiio a 1000 ° C. (2) Quitosana Branco &cido. b)

Craitosana dcida 1 o) Quitosana 4cida 2.
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Figura 5.3% Difratograma das pastilbas apds sinterizagiio a 1000.° C. {a) Qu_i;fmima Branco basico. by
Quitosana bisica 1 ¢) Quitosana basica 2. -
As micrografias obtidas por MEV das amostras com alginato (Figuras 5.40 e 5.41)
mostram poucas diferengas morfologicas, confinmando que as alteracBes nas amostras sem
tratamento térmico se devem apenas a adigio dos biopolimeros. Assim, confirma-se

também que o fator principal nas diferencas nos difratogramas ¢ a composicio de fases da

armosira,
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350°C,

Figura 5,41 MEV das amostras brance bésico ¢ alginato basico 2 apés tratamento térmico &
wneeC,
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CAPITULO 6

DISCUSSAQO FINAL

6.1. MECANISMO DE ACAO DO ALGINATO

A compreenso do mecanismo de interacfo alginato/fosfatos de céleio deve,
necessariamente, levar em conta o comportamento de ambas as espéeies em soluglio. O
cilcio € um fon de pequeno raio ibunico, que em soluglo aquosa se complexa formando o©
hidrato Ca®"(H,Q) [84]. Este fato resulta em duas conseqiiéncias de interesse direto para
este trabatho. O primeiro deles € que, dado o seu pequeno raio ibnico, a interagio entre
biopolimeros ocorre, no inicio, preferencialmente com esses ions. Apesar de ser difici
comprovar este fato diretamente, a literatura sugere através de dados cristalograficos que
este realmente ocorre {84]. A partir dai, ocorreria a rea¢do de formacdo dos fosfatos, com a
Hgaglo desses e de outras espécies pertinentes ao nicleo, como a hidroxila, ao complexo
caleio / biopolimero [84]. Outra conseqliéncia ¢ na formagio de fases. Apesar da monetita
ser a fase termodinamicamente estével no pH entre 4-6, a presenga de dgua de composigio
toma a formagho de brushita cineticamente favordvel. Além disso, ha uma estabilizacio
extra dessas moléculas pela formacio de pontes de hidrogénio com os fosfatos. Observe
gue mesmo que o mecanismo pode ndo ocorrer dessa forma que foi sugerida, com as
reagOes sucedendo-se em uma série bem organizada, Entrefanto, mesmo que ocorra a
formaclo dos fosfatos de forma concomitante com a achio do alginato, o efeito final do

MEeCanismo seria o mesmao.

Compreendido este primeiro aspecto, cabe analisar uma propriedade importante dos
alginatos. A literatura indica que a ligacio calcio/alginato se da principalmente por um
mecanismo de guelac@o através da agfe dos grupos carboxilato, especialmente os presentes
no deido Legulurdnico, devido a efeitos estéricos {831, A formac#o desses quelatos ocorre
de duas formas distintas, conhecidas como inner-sphere ¢ ouer-sphere complex {uma
tradugfio aproximada seria esfera de complexacfo interna ¢ externa) [85]. A diferenga entre

um ¢ outro se deve principalmente & intensidade das forgas de interaces entre metal ¢
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ligante. Complexos do tipo inner-sphere t8m maior proximidade entre as espécies, ¢ a agua

de composicio € geralmente excluida do complexo final.

Assim, na interacfio entre alginato e calcio em pHs 4cidos, o balango de cargas
levaria a formagiio de um complexo do tipo outer-sphere. Assim, a interaglo das duas
espécies nio levaria a uma modificagio significativa da composicho de fases. Seriam
detectadas apenas mudancas da morfologia, come pode ser visto neste trabalho. Terminada
a reagio, o fosfato de calcio precipitaria, deixando o alginato em soluclo. Assim, pequenas
quantidades de alginato podem afetar a morfologia de grandes volumes de precipitado.
Alids, uma elevagio excessiva na concentragio de biopolimero poderia acarretar até uma
redugio nesse efeito, pois, como discutido no capitulo 5, levaria a diminuigdo da interago

de espécies pelo efeito ionotrépico.

Com o aumento do pH, o balango de cargas ¢ afetade, e a interagio passa a ser do
tipo inner-sphere, com a conseqilente e:;e;clusﬁo da 4gua de composicio ¢ a formagio de
monetita. Inclusive, como a interaciio é mais forte, uma parte do alginato ¢ arrastada da
soluclio junto com o precipitado. Essa teoria encontra indicios no resultado de FTIR do
ensajo de precipitagio sem filtragio, mostrado na figura 5.12, que mostra que boa parie do

alginato se encontra no sobrenadante.

Na precipitagdo com hidroxiapatita, a situagiio ¢ levemente diferente. A
conformaciio cristalina dessa fase forga o alginato a ser diretamente incorporado & sua
estrutura. Assim, inicialmente hd precipitagio sem incorporagiio aprecidvel do alginato,
Entretanto, & medida que ocorre a dissolugBo e reprecipitagiio, fenbmeno que ocorre para
diminuir a energia livre dos cristais, ocorre nucleagio heterogénea no biopolimero, dada a
vantagem termodindmica desse passo. Uma analise da cristalografia da HA [84] sugere que

o biopolimero é efetivamente incorporado.
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6.2. MECANISMO DE ACACQ DA QUITOSANA E COMPARACAO COM ACAO
DO ALGINATO.

O mecanismo de aglio da quitosana também depende fortemente de seu
comportamento em soluglo. Como citado anteriormente, seus grupamentos amina
interagem através dos elétrons ndo-ligados do nitrogénio. Ou seja, o tipo de interagio é
fundamentalmente diferenie da encontrada no alginato. Além disso, sabe-se que € um
material sujeito ao efeito ionotrdpico, sendo que a formaglo do gel pode dificultar

sertamente o processo difusive [63 1

Os resultados de DRX para as amostras contendo principaimente brushita e
monetita sugerem que o mecanismo de complexacfo dos fons cdlcio ¢ do tipo iner-sphere,
independente do pH do meio. Esse fato isolado poderia ser atribuido a um menor
impedimento estérico dos grupamentos amina, menos volumosos do que 0os grupamentos
carboxila do alginato. Entretanto, este mecanismo aparentemente ¢ muito simplificado para

descrever o fendmeno,

Os diferentes efeitos do alginato e da quitosana sobre os precipitados estio
diretamente relacionades aos grupos funcionais dos dois biopolimeros, que por sua vez
afetam seu comportamento eletrostatico e suas propriedades coligativas em solugfio. A
primeira evidéncia a esse respeito vem da comparagio de suas estruturas, mostrada nafigura
1.2. A cadeia principal de ambos ¢ formada pelo mesmo tipo de mondmero, que estio
ligados da mesma forma, variando apenas os grupos funcionais ligados a essa cadeia. A

quitosana apresenta grupamentos aming ¢ ¢ alginato, grupamentos carboxila.

Essa diferenga seria a razfio pela qual a quitosana ndo tem sua agdo muito afetada
pelo pH do meio. Os grupamentos tanto desta quanto do alginato apresentam elétrons ndo-
ligantes, sendo que no caso da guitosana estes estdo associados ao nitrogénio € na carboxila
aos Atomos de oxigénio. Sabe-se que a eletronegatividade do oxigénio ¢ bem maior que a
do nitrogénio. Assim, quando os grupamentos carboxila nfio se encontram dissociados, a
agdo desses pares ndo-ligantes é minimizada pela prépria eletronegatividade do oxigénio.
No caso dos grupamentos amino, este efeito € diferente: sua baixa eletronegatividade
permite que esse dtomo aja como um eficiente doador de elétrons. Assim, mesmo em meio

acido, quando o grupamento amina se enconira com uma carga positiva liquida (como pode
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ser visto pa reacfio r(2)), este pode se associar aos ijons célcio, havendo apenas uma

pequena reducio da sua afinidade aparente,

Eniretanto, a quitosana apresenta um efeito bem menor sobre a composigdo de fases
€ concentragbes maiores, enquanto esse quase nio é discernivel nos ensaios com alginato.
Este fenbmeno parece estar relacionado 2 mobilidade que os biopolimeros tém em solugéo,
que permitiria um methor contato entre grupamentos dos biopolimeros e fons. Por exemplo,
moléeulas como os biopolimeros utilizados neste estudo estio sujeitas ac chamado
movimento browniano, devido a flutuacfes instantneas de densidade das moléculas do
solvente, resultando em um gradiente de pressdo sobre sua superficie, que provoca 2
difusdo mesme quando ndo hé gradiente de conceniracdo no meio [86.87]. Esse processo de
autodifusdo certamente aumentaria a probabilidade de contato entre os radicaic do
biopolimeros que ainda néo houvessem participado do processo de nucleacdio. Sabe-se que,
quanto maior a probabilidade de contato, maior a taxa de nucleagfio [901. Assim, uma
queda no valor da autodifusdo teria como conseqiiéncia imediata uma menor agdo do
biopolimero sobre o precipitado. Esse efeito ndio deve ser desprezado ac considerarmos 0s
mecanismos de precipitacio em concentragSes maiores de biopolimero, pols a partir de
determinada concentragfo critica ocorre o entrelagamento de cadeias, diminuindo a taxa de
autodifuisdo no meio [87]. Esse fator somado ao efeito ionotrépico explica a redugiio do
efeito dos biopolimeros em concentragdes maiores, e porque a quitosana sofre uma redugiio
mais brusca. Ou seja, a interagfo cdlcio/quitosana produz um gel que por sua propria
natureza sofre uma limitagio difusiva que reduz a probabilidade de nucleacdio. O que se
sugere € que o efeito ionotrdpico seja mais pronunciado na quitosana, resultando em um gel
capilar com um menor coeficiente de difusividade efetiva. Assim, um aumento da
concentraglo de quitosana teria um efeito muito mais significativo na remocdo do calcio do

meio que no alginato.

Uma indicagfio de que esta teoria sobre os efeitos difusivos estd correta sio estudos
anteriores de calcificagfio sobre membranas de quitosana [59]. Este processo é fortemente
inibido em pHs menores. Membranas estio impedidas de se difundir pelo meio, ¢ a
probabilidade de contato entre fons e grupamentos esté diretamente relacionada & carga

liquida da superficie. Pelo conceito de dupla camada [84], quanto maior a carga positiva da
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superficie, menor a probabilidade que uma carga de mesmo sinal seja encontrada junto a
essa superficie, o que reduziria praticamente a zero a possibilidade de nucleacdo na

superficie em determinados valores de pH, como reaimente ocorre [591.

Os efeitos (e a diferenca entre estes) da aclio dos dois biopolimeros sobre a
hidroxiapatita também podem ser compreendidos levando-se em conta as conformacdes de
suas cadeias. Durante a precipitaciio hi formagfio de hidroxiapatita provavelmente tanto no
biopolimero quanto na sotugio, e ambos precipitam juntos. Durante o processo de
envelhecimento ocorre o chamade amadurecimento de Ostwald, no gual as pequenas
particulas se dissolvem levando ao surgimento de maiores [89], de forma a reduzir a
energia livre do sistema. Ora as particulas formadas nos substratos t8m menor energia livre,
g existe uma tendéncia termodindmica que o crescimento ocorra sobre elas. Entretanto, esse

processe € afetado cineticamente pela conformacio das cadeias.

Assim, a reprecipitagio que ocorre sobre as particulas formadas no alginato term um
menor impedimento estérico, permitindo o crescimento de particulas e até a suposta
incorporagio de carbonatos. As apatitas célcio-deficientes formadas tém origem provéavel
nos fons caleio que séo retidos no alginato devido a sua alta compatibilidade com o mesmo,
No caso da quitosana, a formaco de uma cadeia contraida apresenta um alto impedimenio
esiérico, € 0s cristais crescem nos intervalos dessa estrutura [78]. Nio ha difusividade
suficiente para permitir que aja a carbonatacio, e as particulas crescem organizadamente,

ou seja, com cristalinidade elevada, e se orientam em relagiio ao eixo do biopolimero.

Tendo em vista a discussfio acima, é conveniente perguntar como, exatamente, se di
a interagdo entre quitosana e fons célcio. Rusu e al. [78] sugeriram que ocorre nucleagio e
erescimento em sitios especificos no interior do biopolimero. Esse fato é corroborado por
seus resultados e também nesse irabalbo, através de observagdes por MEV, que mostram
varias particulas agrupadas em clusfers, aparentando um crescimento preferencial em
diregbes definidas. As figuras 5.34, 5.35 ¢ 5.36. A orientaghio macica vista nas amostras

com quitosana reforga a sugestio anterior.

Cutro fato curiosoe que merece ser abordado é relacionado aos resultados de FTIR.

Estes apresentam poucos picos caracteristicos da quitosana e muitos picos caracteristicos de
carboxila. Ainda assim, hé fortes indicios do papel da quitosana no processo. O que se
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sugere que a acdo dos grupamentos amina ndo ocorra necessariamente de forma isolada,
mas que antes, ha um complexo balango de cargas envolvendo estes, os grupamentos
carboxila e os fons cdlcio. Uma sugestio, nfio corroborada diretamente por fatos
experimentais, € que se forme um complexo carboxila-cilcio que é, por sua vez,

complexade pela quitosana.

Um resumo dos efeitos do alginato ¢ da quitosana na precipitacio da quitosana, em

conjunto com suas provaveis causas, ¢ listado na tabela 6.1.

Tabela 6.1: Resumo dos efeitos dos klopolimeros na precipitacio dos fosfatos de célcio

Efeitos
Alginato Quitosana Causas
. Eletronegatividade
pH Alto Baixo
do grupamento
Auto~difusio
Concentragio Baixo Alo
Efeito lonotrdpico
Maorfologia (HA) Normal Vitrea Interacio
precipitade / cadeia
Cristalinidade (HA) Diminuigdo Aumento do biopolimero
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CAPITULO 7

CONCLUSOES E SUGESTOES DE

BALHOS FUTUROS.

7.1 CONCLUSOES

Os biopolimeros tém uma forte agdio sobre a precipitagio dos fosfatos de célcio. G
alginato aparenia exercer um efeito basicamente eletrostatico, com forte influéneia do pH ¢
aparente mudanca do tipo de coordenacio. A quitosana tem um efeito que depende dos
elétrons livres do nitrogénio e, portanto, ndo ¢ tio dependente do pH. O efeito de ambos os
biopelimeros na composicio de fases tende a diminuir com o aumento da concentragio,
sugerindo que a formagio de um gel ionotropico pode diminuir o efeito do biopolimero
através de uma reducio na difusividade efetiva. O efeito nos precipitados obtidos no pH de
estabilidade da hidroxiapatita depende da etapa de amadurecimento, sugerindo um
equilibrio entre os biopolimeros em solugfio e os contidos no precipitados. Foi observada
birrefringéneia nos precipitados obtidos na presenca de quitosana, sugerinde uma

orientaciio ndc-aleatoria dos cristais.

v A purificagiio da quifosana resulta em um aumento do indice de
desacetilacio medido por titulagfo potenciométrica. Esse resultado estd ligado a
retirada de impurezas co-precipitadas com o reagente e que interferem nesse
indice por adicionar substdncias nde-protonaveis nas mesmas condicdes (como

a celulose) e, portanto, nfo sujeitas a titulagfo potenciométrica.

+ A adigio de alginato afeta a composigio de fases de fosfatos de cdleio
através de um efeito conjunto de cargas e a provavel formagdo de gel
ionotropico. O primeiro, devido as carboxilas, ¢ responsdvel pela formagio de
uma ligacio hidrofobica com o fon cdleio. Essa hidrofobicidade ¢ conseqiiéncia
do impedimento estérico dos grupamentos, blogueando sitios de crescimento, e

da alteracio da carga elétrica liquida do complexo, tornando-a menos positiva e
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conseqiientemente menos atrativa para as moléculas de dgua. O efeito dos
grupamentos carboxila depende forternente do seu grau de dissociagio, sendo

por isso maior em pHs alcalinos.

¥ O efeito jonotropico contribui para a agio antimineralizante do alginato de
uma forma que apresenta efeitos contrapostos na composicie de fases. Ao
mesmo tempo em que o gel formado impede que as moléeulas de dgua sejam
estabilizadas no interior da estrutura por ponmtes de hidrogénio com os
grupamentos fosfato, visto que estes j& estdo ligados 4 matriz polimérica, a
difusividade também diminui, o que pode vir a retirar o ion calcio totalmente do
meio reacional. Assim, em altas concentragdes de alginato ha a diminuicdo do
efeito na composicio de fases pelo impedimento dos fons célcio retidos no gel

em reagir com os grupamentos fosfato.

v A adigio de alginato afeta morfologicamente as particulas obtidas, gue se
tornam maiores, sugerindo que 2 etapa de crescimento € a dominante. Isso seria
conseqiiéncia da reduclo da energia livre critica de nucleagio provocada pela

presenga do substrato.

v O efeito das cargas dissociadas de uma matriz polimérica é aprecidvel nas
amostras em branco dos ensaios com quitosana. O efeito do dcido acético,
portanto, dos grupamentos carboxila, € fortemente hidrofobico e dependente do

pH, confirmando o mecanismo apresentado anteriormente.

v" A aglio da quitosana é apenas fracamente dependente do pH. Este efeito ¢
atribuido 2 menor eletronegatividade do nitrogénio, o que facilita seu papel
como doador de elétrons, além da maior facilidade de contato entre célcio,
fosforo e biopolimero no meio reacional, devido aos processos difusivos e de

movimento browniano inerente ao comportamento dessas solugfes.

v" Entretanto, os efeitos difusivos podem ser prejudicados pela prépria
associagdo entre o biopolimero e o calcio, que formam o gel ionotrépico.
Assim, em concentracBes maiores, o efeito na composicio de fases diminui
significativamente, sugerinde uma retirada massiva de fons calcio do meio

reacional.
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¥ As micrografias das amostras produzidas com quitosana deixarmn claro uma
certa orientaglo dos cristais formados no sentido do gue se acredita ser as
cadeias de quitosana. Esse fendmeno também ocorre com as amostras

produzidas com quitosana no pH de estabilidade da hidroxiapatita.

v" A aclio do alginato na precipitagfo de hidroxiapatita é fortemente dependente
do tempo. Isso ocorre porque a formacio de HA ¢ cineficamente favorecida
ante a interacfo calcio-alginato. Assim, amostras que ndo s#o submetidas ao
amadurecimento  overnigh! apresenfam  apenss  pequenas  vanagdes na
cristalinidade. Ao contririe, precipitados submetidos a essa elapa apresentam
alargamento sobreposicio de reflexes nos seus difratogramas, sugerindo que
uma apatita deficiente em céjcio fol obtida. Essa teoria € reforcada pelas
micrografias, que mostram particulas aproximadamente esféricas, semethanie
as apatitas obtidas por precipitagio sobre substrato bloatives imersos em fluide

corpbreo simulado {831

¥ Antes do amadurecimento, o efeito da quitosana na composigiio de fases
parece semelhante ao do alginato. Entretanto, depois desse periodo a amostra
apresenta um aumento da cristalinidade, que, associado a orientagio dos cristais

formados, confere um aspecto vitreo ac matéria.

¥ O tratamento térmico dos pds obtidos na presenga de alginato resulta em
pirofosfato de célcio (CPP). A cristalinidade deste, entrefanto, depende das
fases presentes na amostra inicial. Um maior contetde de monetita resuita em
um material mais cristalino, ;:smvaveiméﬁte devido a um favorecimento cinético
na conversfo, jA que nfo hd necessidade de perder dgua de composigio ¢ €

necessaria uma menor alteragfo da sua estrutura cristalina.

¥ Por sua vez, os pbs precipitados com quitosana apresentam difratogramas
bem definidos ¢ semelhantes, independente da sua composigio inicial
Acredita-se que a estrutura cristalina inicial seja afetada pela adiglio de dcido

acético de tal forma que a reagfio seja cineticamente facilitada.
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7.2 SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

v" Estudo da calcificagio sobre membranas de quitosana e alginato através de
um método dindmico. Basicamente, 0 equipamento consistiria de uma bomba,
com diferencial de pressdo semethanie ao débito cardiaco de uma pessoa
normal, e tubulacdes feitas de um polimero inerte. No ponto de estudo estaria
uma membrana manufaturada com o biopolimero escolhido. Pelo sistema fluiria
liquido corpéreo simulado (SBF), que poderia, apds passar por todo o sistema
ter sua concentraciio ajustada em um tangue separado, através até mesmo de
téenicas como osmose reversa. Assim, simula-se um sistema circulatério, em
que a bomba € o coracio e 08 ring sdo o sistema de ajuste da concentra¢fio de
SBF. Este método, apesar de complexo, permitiria uma avaliagiio do

comportamento dessas membranas quando em aplicagdes cardiovasculares.

v FEstudo de téenicas de purificagdo de quitosana e sua correlaciio com
diferentes tipos de anélise para determinaco do indice de desacetila¢do. Entre
as técnicas de purificacio sugere-se acoplar 2 classica filtragio a métodos como

extracio por solvente e eletroforese.

v" Estudo da precipitagdo im-virre de fosfatos de calcio usando diferentes

biopolimeros ¢ derivados de alginato e quitosana.

v Utilizagio de alginato e quitosana para realizar substituicio controlada do

caleio por outros ions {como Ferro e Magnésio) em apatitas.
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