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Sintese de nanoparticulas de fosfatos de calcio em ambientes confinados no
sistema Renex-100%/cicioexano/brine
Elizabete Yoshie Kawachi e Celso Aparecido Bertran
Instituto de Quimica - UNICAMP
Palavras-chave: fosfatos de célcio; nanomateriais; biomateriais; sistemas pseudo-
ternarios.

Ossos s&o formados por fosfatos de céicio nanométricos, organizados sobre
uma matriz de colageno. A obtengéo de fosfatos de calcio sintéticos que mimetizem
- as propriedades dos fosfatos Osseos, apresentando baixa cristalinidade e elevada

area superficial (As), pode levar ao entendimento dos processos envolvidos na
formacdo 6ssea e a otimizagdo de implantes.

Fosfatos de célcio nanométricos foram sintetizados em sistemas organizados
do tipo surfactante/éleo/agua, compostos por Renex-100%, hexanot (co-surfactante),
cicloexano e solugdes aquosas de célcio e fosfato. Os sistemas de sintese
apresentavam composigdes tipicas de microemulsdo reversa, cristal liquido e
emulsdo normal e reversa.

Os materiais sintetizados apresentaram particulas de: i} diferentes morfologias
(forma esférica, de agutha e de filme); i) dimensGes entre 5 e 200 nm: iii) razdo molar
Ca/P de 1,23 a 1,77 e iv) As maior (45 a 147 m?/g) que fosfatos de céicio cristalinos.
Estes fatores variaram com o tipo de sistema organizado utilizado.

- Estudo do potencial desenvolvido na interface de eletrodos construidos com
estes materiais e solugdes aquosas de fosfato a diferentes concentragdes revelou
duas tendéncias: uma dependéncia do potencial com a A; do material, em pH6e
outra com a raz&o molar Ca/P, em pH 7. Estes resultados podem indicar uma maior
troca i6nica entre materiais que apresentam A, elevada e solugdes aquosas em pH

| baixd. o que pode levar a um aprimoramento da resposta destes quando in vivo, visto
| que os processos de regeneragio ocorrem apés a diminuigdo do pH no meio local.



Abstract Xi

Synthesis of calcium phosphate nanoparticles in confined environments inside
Renex-100®/ciclohexane/brine system
Elizabete Yoshie Kawachi and Celso Aparecido Bertran
Instituto de Quimica - UNICAMP
Key-words: calcium phosphates; nanomaterials; biomaterials; pseudo-ternary
systems.

Bone is formed by nanometric calcium phosphate particles, organized through
a collagen matrix. Synthetic calcium phosphates with low crystallinity and high
surface area (Sa) may lead to the understanding of bone formation process and to the
improvement of implants, through the mimesis of the natural bone behaviour.

Nanometric  calcium phosphate particles were synthesized in
surfactant/oil/water organized systems composed by Renex-100®, hexanol as a
cosurfactant, cyclohexane and calcium and phosphate aqueous solutions as brine.
The compositions of the systems prepared were typically of reverse microemulsion,
liquid crystal, reverse and normal emulsions.

The materials synthesized showed particles of: i) different morphologies
(spherical, film and needle-like form); ii) dimensions ranging from 5 to 200 nm; iii})
Ca/P molar ratio from 1.23 to 1.77; and iv) Sa (45 to 147 m?/g) larger than crystalline
calcium phosphate solids. These factors varied with the type of organized system
used.

The potential developed in the interface of electrodes constructed with these
materials and phosphate solutions of different concentrations revealed two
tendencies: a dependence of the potential with the materials’ S,, at pH 6, and with the
Ca/P molar ratio, at pH 7.These results may indicate a more effective ionic exchange
between materials of large S, and aqueous solutions at low pH, which may lead to an
ifnprovement of implants’ response in vivo, as far as regeneration processes occur
after the reduction of the local environment pH.



Sumula Curricular

Xiii

1.

3.

Elizabete Yoshie Kawachi

Atuagéo Profissional
Professor Assistente

Departamento de Quimica — Divisdo de Ensino Fundamental (IEFQ)
Instituto Tecnolégico de Aeronautica - Centro Técnico Aeroespacial (ITA/CTA)

S&o José dos Campos, SP

Formagé&o:

2.1. Doutor em Ciéncias
Area de Concentraggo: Fisico-Quimica
Instituicdo: Instituto de Quimica/Unicamp
Data de concluséo: Julho de 2002.

2._2. Mestre em Quimica
Area de Concentraggo: Fisico-Quimica
Institui¢do: Instituto de Quimica/Unicamp
Data de conclus&o: Maio de 1997.

2.3.Bacharel em Quimica
Instituigéio: Instituto de Quimica/Unicamp
Data de conclusdo: Dezembro de 1994.

Atividades extracurriculares
3.1.PED - Grupo i

Disciplinas ministradas: QG-102, turmas Ee F

Instituigéo: Instituto de Quimica/Unicamp
Periodo: 22 Semestre de 2000

3.2.Curso sobre caracterizag&o microestrutural de materiais.

| Simpdsio sobre Ciéncia e Engenharia de Materiais e Mercosul (MatMerco),

Séo Carlos/SP, 1998.



Xiv

Sumula Curricular

3.3.Curso sobre Biomateriais
Prof. Dr. Paut Vincent Hatton, da Universidade de Sheffield
DEMA, Faculdade de Engenharia Mecanica/Unicamp, 1998.

Trabalhos apresentados em Encontros Cientificos
4.1.Nanoparticulas de fosfato de calcio.
142 CBECiMat, S&o Pedro/SP, 2000.
4.2.Bioceramicas de fosfato de calcio nanoestruturadas
| MatMerco, S&o Carlos/SP, 1998.
4.3.Potencial Elétrico na interface de fosfatos de calcio/fluido biologico.
202 SBQ, Caxambu/MG, 1997.
4 .4.Obtengéo de corpos porosos de hidroxiapatita.
172 SBQ, Caxambu/MG, 1994,

Artigos publicados

5.1.Barrea, R.A.; Vincentin, F.C.; Kawachi, E.Y. e Bertran, C.A. |dentificacdo de
fases minerais em célculos dentarios por espectroscopia de absorgéo. X-ray
Spectrometry (submetido). ,

5.2.Andrade, J.C.T.; Camilii, J.A.; Kawachi, E.Y. e Bertran, C.A. Integration of
dense and porous hydroxyapatite cylinders implanted in rat femora defects. J.
Biomed. Mater. Res. (no prelo).

5.3.Kawachi, E.Y.; Bertran, C.A.; dos Reis, R.R. e Alves, O.L. Bioceramicas:
tendéncias e perspectivas de uma érea interdisciplinar. Quimica Nova 23,
518-523, 2000.

5.4.Kawachi, E.Y.; Bertran, C.A. e Kubota, L.T. Interface potential of calcium
phosphate in simulated body fluid. Biomaterials 19, 2329-2333, 1998.

5.5.Petrucelli, G.; Kubota, L.T.; Kawachi, E.Y. e Bertran, C.A. Hydroxyapatite-
based electrode: a new sensor for phosphate. Anal. Comm. 33, 227-229,
1996.



1.

INErOAUGAD.....onectnimieintisiinnsrerarsssnstrssesssssssnnnsssssssnsssrassnsanssnnsannassnsssnsnnnnsnssnssrassnnnne 1
1.1. Biomineralizagao e OSteogenese .......cvceveerrirsismrimiininenenncsecnnecs s 3
1.2.. COMPOSIGAD OSSCA ..vveveereceerersrrerssmeasimrsrersssmessintressersscerssnsessnssasasssnsssasssnnasss 4
1.3. BIoMateriadiS ... ..cccecerereree it s es s e e e s s baane 7
1.4. Mimetizag&@o da biomineralizago........c..ccvueeevrirriiinnninnnnec e 9
1.5.Moléculas anfifilicas.......c..cccconriinvrriricniiiccninene e 10
1.8.1. MICTOBIMUISTES ......ccvvvrivirreerrrnrrersrensrisessesseeseensesssssesssassssassessassasssansesses 13
1.5.2. EMUISBES ¢.vvverveeveresssesssessssneressomssssssssssessasssssessssmsessssmssssesesossnee 13
1.5.3. Cristais HQUIdOS ......ccccveerriceree st s eissns e sesssstssstsesone 14
1.6. Sintese em sistemas agua/dleo/surfactante ............covcevmreniciiiinnienssnnicennnnnn 15
1.7. Interacfio material-fluido biolOGICO ...cccevvvveiiiiiiiiiiir i, 18
(0] <1111 17/ T —— SO 23
Parte EXperimental.......cc.cuiinininiccerinncennmnccnsisssenmsssensesssasnssissassssessssosssassessons 25
3.1.Materiais UtilIZAdOS .....ccvreeierriecre e 26
3.1.1. ReAQENTES ...ttt s s 26
3.1.2. Equipamentos de pequeno porte e materiais de laboratério............... 27
3.2, Sintese em sistemas Renex-100%/cicloexano/bring ...........cccceeeeeeerecerrrerenees 28
3.3.Caracterizagéo dos sistemas de sintese ........c.ccceevirvreiiicvininnecnniniieninnn. 31
3.3.1. Microscopia OpliCa.......ccecersccerrcrenerressrenersssisssnsssssersnessanessasessisssnsssaes 31
3.3.2. Espathamento de [uz dinAmico (ELD) ......ceceeeererererersssesseresassesensasesens 32
3.4. Caracterizag&io quimica das amostras........cc.cccevemrrurccimicniirinimineescssicsenees 32
3.4.1. Determinagéo de carbono, hidrogénio e nitrogénio (CHN).................. 32
3.4.2. RAZAO MOIAr CA/P ...ccreeeremenrerce ettt 33
3.5.Caracterizagéio fisica das amostras.........uaennnenn. 33
3.5.1. Espectroscopia de refletancia difusa na regido do infravermelho médio
 com transformada de Fourier (FTIR).......ccievereiaerereressssssnseressrassssnsassenns 33

3.5.2. Difrag8o de raios X (DRX) ..veeecrreerceerrererecississisionnosemssssessssesssssessssssess 34



xvi Indice
3.5.3. Area superficial por adsorgio de gas (BET)......ccecveieurresnrirennnsnenns 34
3.5.4. Espalhamento de luz dindmico (ELD) .....ccvvmevninnnnnnnccniniiiniiiiinns 34
3.5.5. Microscopia eletrdnica de transmiss&o (MET) e eletrnica de varredura
(MEV) c.tereeeniricnresnsnsesnsssannsasssssssssasasasssasassstasstsasassassasaestsanssusssssassssaotas 35
3.5.6. Andlises térmicas (TGA € DTA)....cccoiniinminnnnninssnenceee s 36
3.5.7. Espectroscopia de absorg#o de raios X na borda K do P (XANES).... 36
3.6. Potencial de iNterface........cciverimrrerresiicmiininieese e ssss e sesees 40
3.7, ESIIAO I VVOurnrroosseresessessssemeesessessssassssssssssessenessssssssssssssssssssssssasssasssses 41
4. Resultados @ diSCUSSOES .uicmiiicnnmcririsissnmensssnsssansmsusnsssrsssonmssssnssassassnensnesasens 43
4.1.Sistemas OrganiZadosS......c..cccuirivrerissninesirerestsnmasessssssssssiiesisse st e 45
4.1.1. Sintese em regiéo de mICroeMUISED ......covvrviverriricinrenicsssnisennenrissnn 50
4.1.2. Sintese em regifio rica em surfactante/co-surfactante ................c....... 53
4.1.3. Sintese em regido de cristal fquido......covvrecrcriiiiinncnniniiiine 54
4.1.4. Sintese em regifo de eMUISAOD.......c.oveeimeeniisniinnicnetienans 56
4.2, Caracterizagio dos Materiais...........courmmnrimnmncesnseenenscn e 58
4.2.1. Caracterizagao qUIMICA......cuuieieisrnrarisssssersnesessisniiensiestses s nsenses 58
- 4.2.2. Caracterizaglo fISiCa......cccnurnireiiisiimnr s 61
4221, FTIR@DRX ottt 61
4222, XANES € P.uocreeeciecrreircreriessssiniessssissinissssssssessssssossnssesanesane 68
4.2.2.3. AnAliSeS TOMIUCAS ...ccceverererrinsiireeiissirsninmrerassntisssssssieasarsssssssens 72
4.2.3. Caracterizagéo do tamanho das particulas e area superficial............. 76
4.2.4. Caracterizagfo morfolOgiCa.......ccoieerrinerrcrnsiinsinsnrnsosiereceisienianane 79
4.2.5. Potencial de interface.......cccecrerrenrernrecsinsisssssssnersensrnesissssiisnsssssesssecssns 90
A.2.6. EStUAO i VIVO ...oveeeereciireersenesssrassssessssssssarsisssersnnistsasissiasssessssstesssnsnsae 92
5. Conclusdes e Perspectivas .........ccmvesvvencecane wesnessersens seesssrsssssmnsustssissasasERRaTRTORRS 97
6. Referéncias Bibliograficas........c.cveumrecnrcissassonse eresmssusenmsssassessonner SR 101
7. ATIXOS  ereremssrersasmnsssanarerassssranmessessstsssansassss ssssaenssassssssststsstsessssnsntestsossasenssssssssss 109
7 1. ANBXO 1: DRX 08 DCPD w.oeeeescrevessessmmesssssssssssssssssssessesssssassnsssassssasssnssoss 111
7.2.ANEXO 2: DRX 08 DCP ....vereeecsssssesnssssensessesssssssssssssssssssmasessrsassesssssisssssens 113

7.3'.Anexo BDRXAE HA .eeciieeetirererenranesecoransernssssssssnsansanssssssssssansnassrossnasanass 115



Indice xvii

f;uﬁ'ce e g—w

Figura1: Diagrama de fases ternario genérico para sistemas do tipo

agua/bleo/surfactante NA0-IBNICO.........cccvirieriiercrrrcteetseereseeeessseesesssaesseessns 12
Figura 2: Diagrama esquematico das etapas de crescimento de particulas em
PMECTORITIUISBES ... evvvecvsevesseseeeesscscseneseenessasessssssssassesasessessasesssessesssssssssesssens 16
Figura 3: Formulas estruturais de (a) Triton X-100 e (b) Renex-100°%................... 26
Figura4: Diagrama de fases genérico, incluindo as composiges dos sistemas
de sintese dos fosfatos de CAICIO..........cceceeeiriiiteeeciree s 28
Figura 8: Fluxograma de sintese dos fosfatos de céalcio em sistemas
OFJANIZATOS ..vivuiiiiiireeirniiisensisirerierreciereesruessseessesseesstressasssessssssasmeesarsessnsssrsessnns 30
Figura 6: Espectro tipico de absorgio de raios X.........ccccvveevevvrerisicssssseerseeeenneres 37
Figura 7: Esquema do processo de espalhamento mdltiplo............ evreeresessuntenenas 38
Figur-a 8: Esquema de construgéo dos eletrodos de fosfato de célcio .................. 40
Figura9: RMN 'H do Renex-100%, lote 990213-1M1, solvente DOH.................... 47
Figura10: Curva de distribuicio de tamanho de particulas do sistema S$1 da
sintese de -ME-‘I, avaliado por espalhamento de luz dinAMICo.........c..cccvrerrnenee 51
Figura 11: Sistema de sintese da amostra ME-1, resfriado a2 °C........ccccceervvnnne. 52
Figura12: Micrografia 6ptica com luz polarizada da textura do sistema de cristal
HQUIHO ettt ce s be b sse s resaentssmesmesasssesnssae 55
?igura13: Sistema de sintese da amostra CL-1, a temperatura ambiente............. 56
Figura14: Micrografia dptica da emuls8o O/A ...........ueeeeceevivrreeseenresesisesseesssesas 57
Figura 15: Sistema de sintese da amostra EA, resfriado a2 °C.......cccveevevevreeeennnn. 58
Figura16: Sistema de sintese da amostra EQ, resfriado @ 2 °C.....ccccoveevvreervrennn. 58
Figurai7: Espectros de refleténcia difusa na regido do infravermetho médio........ 62
Figura'i 8: Difratogramas de raios X das amostras de fosfato de célcio ................. 65

'Figura19:- Espectros de XANES na borda K do P dos padres e das amostras
sintetizadas em sistemas organizados. ............ccuveicecnnsncnienenn s 69



xviii Indice
- Figura 20: Curvas termogravimétricas das amostras de fosfato de célcio .............. 73
Figura 21: Curvas de andlise térmica diferencial das amostras de fosfato de
o7 [ o OO OO 75
Figura 22: Histogramas de distribuicdo de tamanhos de particulas avaliados por
ELD para os fosfatos de célcio sintetizados em sistemas organizados........ 78,79
Figura 23: MEV da amostra ME-1...........cooicecccvrrerteceeecreerecene s nnseaenne 80
Figura 24: MEV da amostra RS...........oirccvrccresrtecsvte e eeesanseeeane 80
- Figura 25: MEV da amostra CL-2.........ccccomiiiiniiiinniiiiciinessessennessesessessasnns 80
Figura 26: MEV da amostra EA........ccccccuiimimirriirieerccecrennrecsssrseesesesssessessssssssnnnns 80
Figura 27: MEV da amostra EO ......uivcieniiicmrccirercinsiitecneeseseesereccsnsesssensasessons 80
Figura 28: MEV da amostra DCPD ... cceeecrnnvssssesnans 82
Figura 29: MEV da amostra DCP ........cciiiirrcrrccccrnrnreeieniesicrisressesssssessessesesseans 82
Figura 30: MEV da amostra HA.......c.ciiiiiiiiercrcrerircecrrcenreessssasrsnerseesessss sesenns 82
Figura 31: MET da amostra ME-1. .......cccciirivnninnniinniiniiinnecnrecsirrsesisssssvenenes 83
Figura 32: MET da amostra ME-2 .........ceiiiiciicnneernneenrenrsnnsensnnesnesseesssnessnnenenes 84
Figura 33: MET da amostra ME-3. ... iciiniiniiiiicrrencnsesssssensseeennes 84
Figura 34: MET da amostra RS.......cooiiiiniiiiioneiceiiciisieinnrsnreeeerireresesscssssnses 86
Figura 35: MET da amostra CL-1 ....... e rrrrecrrernescnnnrrr e s ssssssessssvasnnenns 87
Figura 36: MET da amostra CL-2.........ccocrveiimniininininenniineiiciiiesesseese 87
Figura 37: MET da amostra EA .......cciiiriimiiecnicincrcrecrienieneesrrenesssnresssesssnsessnnes 88
Figura 38: MET da amostra EO.......coccvrvriiieiiiciiccnniieincietecccnnscsesnsreseesesssnaes 88
Figura 39: Potenciais de interface medios para os eletrodos de fosfatos de
calcio, em solu¢Bes aquosas de fosfato.........ccccvviriiiiicnnrrcrecnneenssneesenienreerenees 91
Figura 40: Regido de implante de ME-1, 16 semanas apos cirurgia.............ccvvnne... 93
Figura 41: Regifo de implante de RS, 16 semanas apés cirurgia..........ccceveeererrennes 94



Indice Xix

Fndlice de Talelivs

Tabela 1: Composig8o dos sistemas utilizados para sintetizar as amostras de

fosfato de clcio, em porcentagem de Massa............c.eeereeeeeeressersseseeseesessnssns 29
Tabela2: Relagdo dos picos observados no espectro de RMN 'H do Renex-
100%, utilizado NOS SiSteMAs 8 SINTESE. ...u..evvereerieeciis bt teseeensse e rsaenesens 48
Tabela 3: Resultados das anélises quimicas por CHN e por ICP/AES.................. 59
Tabela4: Relagio das bandas observadas nos espectros de FTIR e suas
AHDUIGOES ..ovvvivreiiisuiiseriiernisreereriereeseessnassessesstessesssssnerssssrsssenssensensansossnosensesses 63
Tabela 5: Posigdes em energia, E, dos maximos das estruturas de absorgéo de
raios X nos espectros XANES naborda Kdo P .......cccvverevvrerninrcncnennneninneenne 70

Tabela 6: Valores de area superficial por BET, didmetro médio de aglomerado
de particulas por ELD e tamanho de particulas por MET ......cccceciiiicniirccrccrnnnens 77



Indice Xxi

Lrsta de Hbyevialoras

A/O: Agua em 6leo . Mistura temaria cuja fase dispersa é a &gua e a fase continua &
o bleo.

As (ou, em inglés, Sa): Area superficial.

BET: (iniciais dos nomes Brunauer, Emmett e Teller) Equagéo para determinagio de
area superficial.

Brine: (do inglés) solugdo aquosa de sais inorganicos.

Ca/P: Razdo molar entre calcio e fésforo.

CHA-A: Hidroxiapatita carbonatada do tipo A (COs? substituindo OH").

CHA-B: Hidroxiapatita carbonatada do tipo B (COz* substituindo PO4%).

CHN: Andlise elementar de carbono, hidrogénio e nitrogénio.

CL: Cristal liquido ou amostra sintetizada neste sistema.

cmc: concentragéo micelar critica.

CPP: (do inglés) Pirofosfato de calcio, CazP;0;.

D: Diametro de aglomerados de particulas.

DCP: (do ingiés) Monohidrogeno fosfato de caicio, CaHPO,.

DCPD: (do inglés) Monohidrogeno fosfato de calcio dihidratado, CaHPO,4.2H,0.

DRX: Difragdo de raios X.

DTA: (do inglés) Anélise térmica diferencial.

E: Energia de foton.

EA: Emulsédo agua-em-6leo ou amostra sintetizada neste sistema.

- ELD: Espalhamento de luz din&mico.

EO: Emulsdo 6leo-em-agua ou amostra sintetizada neste sistema.

EXAFS: Extended X-ray absorption fine structure.

FBS: Fluido biolégico simulado.

FTIR: (do inglés) Espectroscopia na regido do Infravermelho com transformada de
Fourier.

HA: Hidroxiapatita, Caso(PO4)s(OH)e.
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" |: Intensidade do feixe transmitido.

lo: Intensidade do feixe incidente.

ICP/AES: (do inglés) Espectroscopia de emisséo atbmica por plasma indutivamente
acoplado.

LNLS: Laboratério Nacional de Luz Sincrotron.

p: Coeficiente de absorg&o linear de raios X do elemento analisado.

ME: Sistema de microemulsdo ou amostra sintetizada neste sistema.

MET: Microscopia eletronica de transmiss&o

MEYV: Microscopia eletronica de varredura.

MO: Micro'scopia Optica.

v: Vibragéio de estiramento de uma molecula ou grupo.

O/A: Oleo em agua . Mistura ternaria cuja fase dispersa é o 6leo e a fase continua é
a agua.

OCP: (do inglés) Fosfato octacélcico, CagH2(PO4)s.5H20.

RMN 'H: Ressonancia magnética nuclear de "H.

rpm: Rotagbes por minuto.

RS: Regi&o rica em surfactante ou amostra sintetizada neste sistema.

S1: Sistema de sintese constituida por fase aquosa contendo solugéo de calcio e
fosfato em meio acido.

§2: Sistema de sintese constitulda por fase aquosa contendo solugéo de amdnia.

TCP: (do inglés) Fosfato tricalcico, Caz(POa).

TGA: Andlise termogravimétrica.

TEY: (do inglés) Rendimento total de elétrons.

x: Espessura do material analisado por absorgéo de raios X.

XANES: X Ray absorption near edge structure.

XAS: (do inglés) Espectroscopia de absorgao de raios X.

Zaverage: Didmetro médio de particulas.



Introducdo 1

Os vertebrados sdo caracterizados pela presenga de um endoesqueleto que
Ihes confere a forma caracteristica e lhes possibilita manter-se eretos. Os ossos do
esqueleto apresentam caracteristicas duais de rigidez e flexibilidade, determinadas
por sua natureza compasita, isto &, por serem constituidos por uma fase inorganica e
uma fase organica. Os 0ssos sd30 comumente chamados de tecidos calcificados ou
mineralizados, pois a sua parte inorganica é formada por uma substéncia analoga a
um mineral que ocorre na natureza, a hidroxiapatital™.,

Os ossos possuem duas fungdes principais no organismo. A primeira esta
relacionada a estruturacéo do corpo, como ja foi mencionado, possibilitando que este
se mantenha de pé, além de proteger 6rgdos vitais, como o cérebro e o coragio e

possibilitar a iocomog&o. A segunda fungdo esta relacionada & armazenagem de ions



2 | Introdugdo

que sdo trocados com o fluido biolégico. A esta ultima fungéio esta relacionada a
capacidade de regenerag&o de 0ss0s fraturados, ja que os ions presentes no fluido
biolégico s&o incorporados ao 0ss0, viabilizando sua reestruturagao.

Problemas 0sseos, como fraturas e doengas, sempre foram motivos de
preocupac¢&o para os homens, na medida em que costumam acarretar deficiéncia de
locomogéo e de realizagfio de tarefas, além de, em muitos casos, levar a exclusdo
dos individuos da sociedade.

O estilo de vida moderna tem contribuido para o aumento dos problemas
relacionados aos 0ssos, quer seja por fatores externos, como acidentes de trabalho e
automobilisticos, quer por fatores intemnos, como a osteoporose. Em ambos os
casos, a alimentaggo didria inadequada, associada ao stress e ao sedentarismo da
vida cotidiana, retardam a recuperagéo e a readaptégéo destes individuos.

A utilizagao de materiais biocompativeis surgiu como uma esperanca para o
alivio do desconforto gerado por problemas 6sseos. No entanto, 0 simples uso de um
material que sej“arr compativel com o organismo ndo garante 0 seu sucesso. Varios
fatores estdio envolvidos nos processos de formagéo e regenéraqéo Ossea e devem
ser levados em consideragéo. Aspectos quimicos, fisicos, mecénicos, bioldgicos e
-~ imunolégicos s&o fatores ponderantes na recuperagéo do tecido lesado. Frente a
esta diversidade de fatores, profissionais das areas médica, odontolégica, bioldgica,
quimica, fisica e de engenharia de materiais vém trabalhando intensamente de
maneira ihtegrada para tentar entender e até mesmo imitar a natureza, a qual

tr_abalha com os conceitos de todas as areas citadas de forma singular.
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O primeiro passo para que se obtenha sucesso na area de Biomateriais é o
conhecimento basico dos aspectos que ocorrem durante a osteogénese, isto &, na

formacgao do tecido ésseo.

1.1. Biomineralizacédo e Osteogénese

O processo pelo qual os organismos vivos sintetizam compostos inorganicos é
denominado biomineralizagéo. Como em todo processo de formagdo de um sélido
inorgénico a partir de solugdes aquosas, a biomineralizagdo ocorre pela combinagéo
de trés etapas fisico-quimicas: supersaturagéo da solugdo aquosa com relagéo ao
composto a ser formado, nucleagdo e crescimento do cristal. Nos diversos
organismos que desempenham a biomineralizagéo, este processo pode ocorrer das
seguintes formas®™:

i) Mineralizagéo biologicamente induzida: os compostos idnicos sdo retirados
das células;

i) Mineralizagéio biologicamente controlada: ocorre em espagos confinados,
como membranas;

iii) Mineralizagdo mediada por matriz orgénica: ocorre sobre um molde orgénico,
gue tem a fungdo de controlar a nucleagdo, o crescimento, a forma e as
propriedades mecéanicas da fase mineral em formagéo.

A formagéo dos ossos ou osteogénese ocorre através de um processo

complexo de biomineralizagéo, que envolve a diferenciagdo celular, a produgdo da
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matriz orgénica por estas células diferenciadas, a deposicio ordenada de fosfato de
calcio sobre esta matriz e a remodelagio da matriz mineralizada inicial para,
finalmente, ser formado o osso maduro!®. Esta complexidade de processos que
ocorrem durante a biomineralizagio 6ssea dificulta o entendimento dos mecanismos
da osteogénese. Por exemplo, partindo-se do inicio do processo, acredita-se que o
local onde a mineralizag¢ao principia néo esteja associado & matriz orgénica, mas que
ocorra dentro de vesiculas limitadas por membranas. A funcdo que estfas vesiculas
desempenhariam no processo também é questdo de controvérsias. Ndo se sabe se
elas serviiam como depositos de ions necessdrios & mineralizagéo da matriz
organica ou se serviriam como ambiente confinado para a nucleagdo e crescimento
dos cristais que, de alguma forma, seriam posteriormente transportados para fora
das membranas e depositadas sobre a matriz organica®. |

Uma vez formado, o osso apresenta algumas caracteristicas pertinentes a
qualquer formagé&o biomineral, como o elevado grau de organiza¢do e regularidade
de sua estrutural®”l, Além disso, as particulas inorgénicas formadas nos ossos
encontram-se entre as menores sintetizadas por organismos vivos, apresentando

dimensdes aproxima'das de 25 x 50 x 2 nm ¥,

1.2. Composicao éssea

A matriz organica, formada pelas células osteoblasticas, & constituida

basicamente por fibras protéicas de colageno do fipo I. J& a fase mineral é formada
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por uma substéncia analoga & hidroxiapatita mineral, diferenciando-se por sua
;;.deﬁciéncia em fons Ca®*, por apresentar a incorporagio de carbonato e por ser
é:.pouco cristalina frente a técnica de difrag8o de raios X. A principal caracteristica
:ﬁ -desta fase, portanto, é seu baixo grau de cristalinidade a média e longa distancias,
..ditado pelas pequenas dimensdes de seus cristais e pelas substituigbes ibnicas que
" ocorrem na sua rede cristalina, o que torna os fosfatos de calcio da fase mineral dos
‘: 0ss0s mais reativos e solaveis que o composte geoldgico equivalente. O tamanho
“reduzido das particulas da fase mineral resulta em uma 4rea superficial elevada, o

q'ue faz com que grande parte destas particulas esteja disponivel para troca e reagéo
lcom os componentes presentes no fluido bioldgico. Assim, ions do fluido que
- apresentam tamanho e carga semelhantes aos ions Ca®, POs* e OH’, podem
prontamente substituir estes ions na superficie e no interidr do cristal de

hidroxiapatita em crescimento na fase mineral. Além disso, a area superficial elevada
favorece os processos de adsorgsio de proteinas e enzimas'®.

A composi¢do do osso difere de espécie para espécie e, dentro de uma
-mesma espécie, tambem varia com a regido, com a idade e com o siste_rna
. ‘imunolégico individual. No caso da fase mineral, observa-se que durante a
;{,_..;jn_aturagéo éssea o processo de calcificagdo leva ao aumento da razéo Ca/P, pela
inoorb‘orag:éo de ions calcio na matriz mineralizada, fazendo com que a estrutura
éﬂstalina da fase mineral sofra um continuo rearranjo, sendo possivel encontrar
iﬁtermédiérios que apresentam valores de razdo moiar Ca/P crescentes e de
ff'solubilida‘de progressivamente decrescente. Alguns destes intermediarios

" apresentam estruturas cristalinas que se assemelham as de compostos geolégicos,
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como a brushita ou monohidrogeno fosfato de célcio dihidratado [DCPD,

CaHPO,.2H;O, Ca/P=1,00}, o fosfato octacalcico [OCP, CazH,(PO,),.5H0,

Ca/P=1,33] e a whitelockita ou fosfato tricalcico [TCP, Cas(POs4),, Ca/P=1,50]. No
final do processo de maturag#o, a fase inorgénica & formada por um fosfato de calcio
que apresenta um arranjo cristalino semelhante ao da hidroxiapatita [HA,

Ca,,(PO,)s(OH),, Ca/P=1,67], com vérias substituicdes ibnicas em sua rede

cristalina, como fons Mg?*, COs*, HPO.%, F~ e CI" ou vacancias®®%. Genericamente,
pode-se dizer que a fase mineral do osso maduro sempre apresenta vacancias de
jons Ca®* (sendo denominada deficiente em célcio) e a presenca de ions HPO e
CO.Z. Vérias formulas moleculares tém sido sugeridas"?, como por exemplo a que

leva em consideragdo apenas a presenga de carbonato e fosfato divaiente:
Cas,3(P04)s,3(CO3)x(HPO4)y(OH)o 3

Com o avango da idade do individuo, acredita-se que o valor de x aumenta e 0 valor
de y diminui, isto &, ions HPO,Z vao sendo substituidos por fons 0032' com o passar
dos anos®.,

Varios tipos de materiais compativeis com o organismo tém sido empregados
* na substituiciio de ossos, cada qual apresentando qualidades e defeitos que devem
ser pondeljados antes de sua utilizaggo. Além disso, a regido onde o material sera
implantadb também deve ser considerada, jé que a estrutura e a composigdo dos
ossos varia de acordo com as necessidades locais, relacionadas principalmente a

aplicagéo de esforgo mecanico.
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1.3. Biomateriais

Desde o seculo XIX, uma das técnicas mais utilizadas em procedimentos
ortopédicos para a substituigdo dssea tem sido o autoenxerto. Nesta técnica, osso
proveniente do corpo do préprio paciente, denominado osso autélogo, & utilizado
para reparar a regiéo afetada. Este método promove a regeneracéo 6ssea, além de
poder oferecer propriedades quimicas, fisicas e mecanicas caracteristicas dos ossos
naturais. Por outro lado, além da dificuldade em se obter a quantidade necesséria de
osso autdlogo e do resultado de baixa qualidade estética, as estatisticas revelam que
a maior incidéncia de complicagdes pos-operatorias que podem levar o paciente ao
6bito ocorre ndo na regifio do implante, mas sim na regiio doadora do ossol'".

o Para contornar a necessidade de uma cirurgia secundaria para a obtengéo de
osso autologo e conservar as caracteristicas do autoenxerto, sugeriu-se o uso de
ossos provenientes de outros individuos ou animais, denominados enxertos
homologos e heterGlogos, respectivamente. No entanto, sua utilizagdo ndo é
recomendada devido a sua performance inferior, causada pela potencialidade de
transmiss&o de doengas e/ou de reag&io imunoldgica adversal™?.

‘No inicio do século XX, os metais comegaram a ser usados na substituicdo de
ossos, tendo adquirido grande aceitagéo devido a sua resisténcia mecénica. Apesar
dos metais_ utilizados serem biocompativeis, eles apresentam propriedades quimicas
€ fisicas muito difere_ntes dos ossos e ndo sdo totalmente integrados ao organismo,

sendo por isso denominados de bioinertes.
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A paﬁir da metade do século XX, ocorreu um acentuado desenvolvimento no
campo de implantes médicos e odontolégicos, que resultou nos denominadcs
biomateriais. Estes s&o materiais especialmente elaborados para 0 uso na
restauragdo ou reconstrugdo de partes ou fungbes do corpo, de modo que eles
atuem de forma segura, confiavel, econdmica e fisiologicamente aceitavel!™.

Varios biomateriais a base de fosfatos de célcio tém sido obtidos nas ultimas
trés décadas e tém-se mostrado promissores, pois apresentam boa bicompatibilidade
com o tecido dsseo, devido a semelhanga de composigéo com a sua fase mineral,
além de se ligarem diretamente ao osso hospedeiro, sem a formagéo de uma
camada intermediéria de tecido conectivo. Bioceramicas"*'*%, biovidros!'?,
vitroceréfnicas“", cimentos!'® e compdsitos!'® sdo formas comumente encontradas
destes materiais. Além disso, & possivel obter materiais fisica e mecanicamente
adequados para que o implante n3o sofra qualquer tipo de deformagao®’.,

Nos Gltimos anos, o interesse na obtengdo de materiais cada vez mais
semelhantes aos sintetizados in vivo resultou no estudo dos processos de
mimetizag8o da biomineralizago, através do controle quimico do crescimento dos
cristais inorganicos em matrizes orgénicas™?!. Materiais assim obtidos podem
otimizar o tempo de regeneragfio 6ssea e o tempo de vida atif do implante, além de

aumentar a compreens#o do processo de mineralizagao.
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1.4. Mimetizacdo da biomineralizacéo

Varias estratégias de mimetizagdo da biomineralizagdo tém sido tragadas nas

vitimas décadas!®"?!

21, A diversificagdo de estratégias elaboradas até hoje se deve
ao fato de que, apesar do processo genérico de mineralizagdio ocorrer a partir da
nucleagdo e do crescimento de compostos inorgénicos sobre uma matriz organica,
cada ser vivo utiliza uma matriz diferente, que leva & formagdo de fases minerais
com diferentes composigdes e morfologias.

O ambiente onde a cristalizagdo ocorre é a chave para o controle da
nucleacdo e do crescimento do cristal. A fase mineral geralmente se forma em
espagos pré-definidos, delimitados pelas matrizes extracelulares e membranas

.celulares ou dentro de vesiculas. Dentro destes espagos confinados, os cristais
crescem com forma, tamanho, concentragdo e composicéo imposta_ls direta ou
indiretamente pelas células diferenciadas que est&io ao redor. Estas células
comunicam-se com outras células, de modo que o trabalho conjunto destas células
"inteligentes™ & responsével pelos processos complexos de formagéo do tecido,
Torna-se, portanto, improvavel a possibilidade de mimetizar sinteticamente estes
processos. No entanto, podemos tentar elucidar os principios do modelo biologico de
mineralizagéo e usa-los para obter materiais sintéticos que respondam de maneira
mais eficiente no organismo®®l.

~ Entre os ambientes confinados que s&o normalmente utilizados em processos
de biomineralizagéo estdo as membranas bioldgicas, como as vesiculas, formagSes

supostamente utilizadas no inicio do processo de formagéo 6ssea. Estas membranas
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imp&em Iimites de tamanho e forma para o crescimento das particulas e, por isso, a
investigagdo por materiais que apresentem particulas de tamanho controlado tém
sido realizadas em sistemas confinados que simulam o ambiente das
membranas®?",

Um sistema organizado que pode ser utilizado para mimetizar o ambiente das
membranas é o composto por moléculas anfiflilicas que se agregam de modo a
separar uma fase aquosa de uma fase orgénica, resuftando em regides aquosas
segregadas, nas quais a sintese dos compostos inorgénicos pode ser realizada.
Particulas obtidas nestas regidGes apresentam dimensdes controladas pelo tamanho
do agregado de moléculas anfifilicas.

A seguir, discutiremos algumas formas de agregados de macromoléculas
anfifilicas que podem ser utilizadas na mimetizagdo dos ambientes “conﬂnados da

biomineralizagdo.

1.5. Moléculas anfifilicas

Substancias anfifilicas sdo compostos que apresentam uma porgdo hidrofilica
ou polar (cabega) e uma porgéo hidrofébica ou apolar {(cauda). Como resultado de
sua estrutura dual, os compostos anfifilicos s&o capazes de alterar as propriedades
de uma interface liquido-liquido, reduzindo a tenséo superficial e aumentando a area
de contato, sendo por isso conhecidos como detergentes, tensoativos ou

surfactantes (do inglés surface active). Dependendo da carga existente na cabega
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polar, os surfactantes podem ser classificados em catidnicos, anidnicos, anféteros
~ (ou zwiteridnicos) e ndo-ibnicosie.

Solugbes aquosas de surfactante, acima de determinada concentragéo,
podem formar agregados organizados de dimensdes coloidais denominados micelas.
As micelas apresentam tamanhos que variam de 1 a 10 nm'® e a concentragdo na
qual elas comegam a ser formadas & denominada concentragdo micelar critica (cmc),
sendo especifica para cada surfactante®”.

Se adicionarmos um solvente organico a solugdo aquosa de surfactante e
aumentarmos a concentragio de agua, mais agua serd encapsulada por mais
moléculas de surfactante. Desta forma, o tamanho do compartimento interno das
micelas cresce, formando agregados maiores e dando origem as microemulsbes,
que apresentam dimensdes entre 10 e 100 nm. Aumentando-se ainda mais a
quantidade de &agua encapsulada, formam-se as emulsGes, que apresentam
dimensbes entre 0,_1 e 10 umPB. Na presencga de grande quantidade de surfactante,
podem ser formados os cristais liquidos®™.

A introducéio de um liquido apolar a solugio aquosa de surfactante da origem
aos sistemas ternarios do tipo agua/dleo/surfactante, que sdo comumente
~ representados por diagramas de fase nos quais sfo representadas as fases
caradteristicas de cada regido de composicéo do sistema. A Figura 1 apresenta um
diagrama de fases ternario agua/dleo/surfactante que representa as regibes de
composicdo nas quais as fases sdo comumente encontradas, em grande parte dos

sistemas que empregam surfactantes néo idnicos e que ja foram estudados®®®..
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Surfgtante

/cilindios. |[

Emulsdes

Agua Bleo
Figura 1 Diagrama de fases terndrio genérico para sistemas do tipo
agualSleo/surfactante nao idnico?.

SolugBes nédc aquosas de surfactantes também podem formar micelas. Nestes
casos, as micelas sdo formadas pelo encapsulamento de solvente organico pelas
moléculas de surfactante, sendo denominadas micelas normais. Por definigéo, entdo,
as micelas formadas por solugBes aquosas sdo chamadas micelas reversas. Assim
como as micelas, as microemulsdes e emulsdes também podem ser chamadas de
normais ou reversas, dependendo da origem da substancia encapsulada pelas
moléculas de surfactante. Desta forma, pode-se formar sistemas nos quais a fase

.orgénica encontra-se encapsulada ou dispersa na fase aquosa em abundancia,
sendo chamados de.sistemas normais, ou 6leo-em-agua, ou simplesmente O/A. Por
outro lado,. sistemas reversos sé&o formados pelo encapsulamento da fase aquosa
que se encontra dispersa na fase organica em abundéncia, sendo chamados de

sistemas reversos, ou agua-em-6leo, ou A/O.
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1.5.1. Microemulsées

O termo microemuisédo foi introduzido por Schulmann em 1943 e é definido
como sendo uma dispersdo transparente, fluida, opticamente isotrépica e
termodihamicamente estavel de dois liquidos imisciveis, contendo quantidades
apropriadas de surfactante ou de surfactante e co-surfactante. A fase dispersa
consiste de pequenas gotas com didmetro na faixa de 10 a 100 nmP®%. As
microemulsées podem ser do tipo 4gua-em-6leo ou dleo-em-agua e o sistema pode
inverter de um tipo para outro, passando por uma estrutura bicontinua, na qual
regibes de dleo e agua se intercalam.

A formag&o de microemulsdes & favorecida pela adigdo de um co-solubilizante
ou um co-surfactante, como um alcool de cadeia longa, possivelmente devido as
interagbes destas substancias com a cauda apolar do surfactante, o que possibilita a
formag&o de uma curvatura apropriada da interface que separa a fase organica da
fase aquosa, diminuindo ainda mais a tensdo interfacial, segundo parametros

termodinamicos’®.

1.5.2. Emulsdes

Uma das definicbes mais usuais de emulsbes ¢ a que descreve estes
sistemas como sendo dispersdes de gotas de um liquido em outro, no qual o primeiro
é imiscivel™. No entanto, para se preparar uma mistura de dois liquidos imisciveis
de modo a obter uma emulsdo e ndo apenas uma solugio de duas fases, toma-se
necessaria a adicdio de um emulsificante para favorecer a disperséo e estabilizar a

emulsaoP2. A utilizagéio dos surfactantes como agentes emulsificantes torna possivel
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a formagio dé emulsbes, gerando um sistema composto por gotas dispersas em
uma fase continua e que apresenta moléculas de surfactante na interface destas
duas fases, tal qual as microemulsGes. No entanto, o que diferencia as emulsGes das
microemulsdes é o tamanho das gotas da fase dispersa, que apresenta diametros
entre 0,1 e 10 pm, o que torna as emulsGes turvas. Estas gotas crescem
continuamente devido & agitagéo térmica e conseqiiente coalescéncia, indicando a

instabilidade termodinamica destes sistemas!®').

1.5.3. Cristais liquidos

O termo cristal liquido indica um estado de agregagdo intermediario entre o
sdlido cristalino e o liquido amorfo sendo, por isso, chamado também de
mesomorfico. De modo geral, uma substancia neste estado é anisotropica em
algumas de suas propriedades, mas ainda exibe um certo grau de fluidez que, em
muitos casos, pode ser comparavel a dos liquidos comuns. Um fator essenciai para
que o mesomorfismo ocorra & a anisofropia geométrica da molécula de surfactante,
que normalmente é longa e relativamente estreita. Dependendo da geometria desta
molécula, o sistema pode passar por uma ou mais mesofases antes de se
" transformar no cristal liquido®,

Os cristais liquidos s&o classificados de acordo com o modo como s&o
formados, podendo ser termotropicos ou liotropicos. Os cristais liquidos
termotrépiéos sdo formados pelo aquecimento de um sélido cristalino ou pelo
resfriamento de um !icjuido isotropico, passando pela mesofase antes de se fundir ou

solidificar. J& os cristais liquidos liotropicos séo formados na presenca de solventes e
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podem apresentar uma estrutura de micelas cilindricas compactadas na forma cubica
ou hexagonal, ou ainda de micelas distribuidas em bicamadas com arranjo lamelar.
As duas ultmas formas de organizagdo s&o anisofrépicas e apresentam

birrefringéncia optica, enquanto a fase cubica apresenta-se como isotropical®.,

1.6. Sintese em sistemas dgua/6leo/surfactante

Os sistemas apresentados na sess&o anterior sdo normaimente empregados
nas inddstrias e fazem parte do nosso dia-a-dia, estando presente nos alimentos
(leite, maionese), nos cosméticos {cremes), nas cores dos objetos a nossa voita
(tintas), nas televisbes e computadores (monitores), nos remedios (sistemas de
liberagdo controlada de drogas). Além destas apiicagbes, sistemas contendo
anfifilicos também estéo presentes no nosso organismo, como nas membranas,
organelas celulares, lipoproteinas do soro e até mesmo em ocorréncias
patologicas®. Desta forma, a utilizagsio de sistemas contendo anfifilicos para
sintetizar materiais inorgénicos pode resultar em materiais com organizagéo e
morfologia semelhantes a de materiais obtidos em sistemas bioldgicos.

O crescimento de particulas em sistemas contendo anfifilicos acontece
através do contato entre reagentes precursores do material de interesse, o que pode
ocorrer- através da solubilizagdo destes na fase aquosa de dois sistemas em
separado e posterior coalescéncia dos dominios aquosos por agitagdo do sistema,

ou por solubilizagdo de apenas um dos reagentes em um sistema contendo o
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anfifilico e, pbsterior adigdo do segundo reagente diretamente sobre este sistema, de
modo que o reagente adicionado entra em contato com o primeiro pela sua difusdo
através da interface formada pelas moléculas de surfactante. A Figura 2 apresenta
um diagrama esquematico dos varios estagios de crescimento de particulas por
solubilizagdo dos reagentes em sistemas separados e posterior coalescéncia dos
dominios aquosos (Figura 2a) e por solubilizagdo de um dos reagentes e posterior

adicéo de outro reagente por difuséo (Figura 2b),

Primeira stapa: Segunda etapa: Terceira etapa:
Solubilizag4o dos reagentes Contato entre os reagentes dReaqio&nu::leacﬁoe- crescimento.
as -particulas

Primeira:etapa; Segunda etapa:
-Solobllizaclio do reagente A Contato entre os reagentes

oD
oo B
B0

Figura 2: Diagrama esquemdtico das etapas de crescimento de particulas em

microemulsdest™.
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Este esquema refere-se a sintese em um sistema de microemuls#o®®®, mas
ele pode ser estendido para todos os outros sistema que empregam surfactantes,
respeitando-se a morfologia de cada um.

A utilizagdo de microemulsGes para a obtengdo de compostos inorgénicos
apresenta como grande vantagem a possibilidade de obtengdo de particulas
nanométricas e monodispersas, sendo estas caracteristicas dificiimente obtidas por
métodos classicos, ja que as particulas tendem a se aglomerar durante o processo
de sintesel?.

No caso dos fosfatos de calcio, estes apresentam grande tendéncia a
aglomeragdo. No entanto, como ja foi descrito em sessées anteriores, o fosfato de
calcio da fase mineral dos ossos apresenta particulas de tamanhos reduzidos, o que
the confere baixa cristalinidade e elevada area superficial. Na tentativa de obter
materiais sintéticos com estas caracteristicas, nanossitemas tém sido utilizados para
obter materiais em ambientes confinados de dimensSes nanométricas®’. As
particulas provenientes de sinteses realizadas neste tipo de sistema apresentam
dimensdes abaixo de 100 nm.

Recentemente, fosfatos de célcio tém sido sintetizados em sistemas de
microemulsgio %Y, através do uso de macromoléculas, de modo a compor um
sistema do tipo agua-em-6leo, no qual a fase aquosa forma dominios de dimens&es
nanométricos, chamados de microrreatores ou microdominios e que conferem ao
sistema transparéncia, homogeneidade e estabilidade.

Com base nos resultados relatados em literatura, este projeto de Doutorado

buscou a utilizagdo de sistemas organizados do tipo agua-éleo-surfactante para obter
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fosfatos de calcio com diferentes tamanhos e morfologias, mas sempre em busca de
nanoparticulas, para obtermos materiais de 4rea superficial elevada. Para tanto,
escolheu-se um sistema composto por Renex-100® como surfactante, hexanol como
co-surfactante, cicloexano como a fase orgénica e solugbes aquosas de calcio e
fosfato como brine (termo inglés que se refere a solugSes aquosas de eletrdlitos).
Foram estudadas sinteses em sistemas com composi¢des correspondentes as
regides de. microemulsdo reversa, emulsdo normal e reversa e cristal liquido
Iibtrépico, procurando determinar a influéncia dos diferentes ambientes de

confinamento sobre as caracteristicas quimicas e morfolégicas das particulas ali

sintetizadas.

1.7. Interacédo material-fluido bioldgico

Particulas sintetizadas em sistemas organizados do tipo agua/6leo/surfactante
podem apresentar dimensbes reduzidas e homogéneas, que se assemelhem as de
cristalitos provenientes da fase mineral dos ossos. Esta caracteristica pode resultar
‘'em uma superficie de contato ampla, que torna a interagéo materialffluido biolégico
mais efetiva, possibilitando uma maior adesdo de enzimas, proteinas e células
osteoblasticas a superficie do material, que se apresenta na forma de aglomerados
de particuléé. Trabalhos publicados nos Gltimos anos t&m mostrado a importancia da
microestrutura de corpds ceramicos e da dimens&o nanométrica de suas particulas

para a obtengéd de materiais osteoindutores (materiais capazes de induzir o
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crescimento Osseo), em detrimento aos materiais osteocondutores (materiais que
servem apenas como suporte para 0 0sso em formagéo) comumente utilizados #%4%,

Quando um material & implantado no organismo, ele pode interagir com o

‘meio. No caso de materiais a base de fosfato de célcio, eles podem sofrer um
processo de remodelagdo, no qual o material implantado pode ser parciaimente
dissolvido no fluido bicldgico. Processos de remodelagéo ocorrem constantemente
em todos os ossos durante a vida, liberando ions dos ossos para o fluido bioldgico ou
incorporando ions presentes no fluido™. Em verdade, o préprio organismo é capaz
de regenerar fraturas, sintetizando HA in vivo, através de consecutivos processos de
formagsio e solubilizagéo, utilizando os ions presentes no fluido corpdreo. Desta
forma, os processos de troca ibnica desempenham um papel importante, mas de
- dificil compreensdo nos processos de regeneragéo ossea.

Gramain e colaboradores*®#®, estudando o processo de dissolugdo de HA e
esmalte dentario, sugeriram que ocorre a formagdo de uma camada rica em calcio
entre a camada de Nernst e a superficie de HA, impedindo o avango da troca idnica,
logo ap6s o inicio do processo de dissolugdo. Segundo os autores, as concentragdes
dos fons cdlcio e fosfato em equilibrio com a solugdo contendo fosfato de calcio

sélido, apés a formagdo da camada rica em calcio na interface sélido/solugéo,
dependem do pH e da forga idnica da solugéo e de caracteristicas do sélido, como
* composigao, cristalinidade, tamanho de particulas, entre outras. Em se tratando de
troca iBnica, através da movimentagédo destas espécies em solugdo, imagina-se que
seria ppssivel verificar o potencial desenvolvido na interface destes materiais com

. solugBes aquosas.
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Neste .sentido, estudos realizados anteriormente mostraram que eletrodos
construidos com HA n&o respondem a presenga de fons calcio em solugéo, mas
respondem a ions fosfato, podendo até ser empregados como sensores para esta
espéciel*’,

Em outro trabalho, o comportamento do potencial de interface de eletrodos de
HA, B-TCP e B-CPP (pirofosfato de calcio) cristalinos, imersos em uma solugdo que
simula o fluido biolégico (FBS) foi avaliado!*®*l. Apesar do FBS conter apenas os
jons principais, como Na*, K*, CI', HCOz e HPO.Z, ndo incluindo a presenca de ions
existentes em baixas concentragGes e as moléculas organicas que, muitas vezes,
possibilitam o tamponamento do fluido, s8o os lons presentes em maiores
quantidades que irdo responder na presenga dos eletrodos. O estudo foi realizado
em diferentes valores de pH e temperatura, de modo a simular o ambiente biolégico
e quando da ocorréncia de uma lesdo ou de um processo inflamatdrio, como por
exemplo, uma cirurgia para implante 6sseo. Nestes processos, 0 pH na regigo do
trauma pode cair de 7,2 para 5,2, devido a fagocitose, & necrose e & presenga de
mediaddres e enzimas™. As temperaturas avaliadas foram de 25 ° e 37 °C. Os
autores observaram que os eletrodos constituidos com materiais mais sollveis tém
seu potencial de interface estabilizado mais rapidamente em valores de pH menores
e a 37 °C, isto &, os processos de troca idnica para o estabelecimento da dupla
camada de Nermnst, ou de uma camada rica em célcio, séo rapidamente atingidos,
gquanto rhéior for a solubilidade do material.

No caso do t::abalho acima, os fosfatos de cdlcio utilizados apresentavam

elevada cristalinidade e particulas de grandes dimensdes, sendo possivel relacionar
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a demora na estabilizagdo da resposta do potencial de interface com a solubilidade
de cada material. Espera-se, no presente trabalho, que eletrodos construidos com
fosfatos de calcio, sintetizados em diferentes sistemas organizados e que
apresentem elevada area superficial, respondam rapidamente ao serem imersos em
solugbes aquosas, de modo que seus potenciais de interface sejam estabilizados em
curto espago de tempo.

Nas proximas sessbes serdo reportados os procedimentos experimentais e

seréo discutidos os objetivos, as observagdes e resultados obtidos neste trabalho.
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Com o objetivo de aprimorar o entendimento dos processos de formagéo e de
regeneragado Ossea e de otimizar a fung&o de implantes e enxertos, conferindo maior
estabilidade na manuten¢do do implante, este frabalho de Doutorado buscou a
obtengdo de fosfatos de célcio em sistemas organizados, que mimetizem os
ambientes confinados nos quais a biomineralizagdo ocorre. A caracterizagéo quimica
destes fosfatos também foi enfocada, sem, no entanto, preocupar-se com a obtengéo
de materiais com estequiometria definida, mas com especial interesse nas
propriedades da superficie destes materiais.

.Em suma, os seguintes objetivos do trabalho podem ser listados:
> Utilizagdo de sistemas organizados, compostos por Renex-100®, hexanol,

cicloexano e solugdes aquosas dos sais de calcio e fosfato;
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Objetivos

Preparo destes sistemas organizados com composi¢bes caracteristicas de
microemulsdo agua-em-6leo, emulsdes agua-em-Oieo e 6leo-em-agua e cristal
liquido;

Obtencao de fosfatos de célcio nestes sistemas organizados;

Caracterizagdo quimica e morfolégica dos fosfatos de calcio obtidos,
relacionando-os aos sistemas de sintese utilizados;

Estudo do compbrtamento destes materiais em solugdo aquosa, avaliando os

processos de troca ibnica.
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2. Parte gme/mmfﬂ/

Para a sintese dos fosfatos de célcio em sistemas organizados, o trabalho de
Qi e colaboradores®® foi utillizado como referéncia. Neste trabalho, os autores
utilizaram uma mistura composta pelo surfactante nfo ibnico Triton X-100
(poiioxietilenb-qctil-fenol éter, Figura 3a), hexanol como co-surfactante, cicloexano
como fase lipofilica e solugdes aquosas contendo ions célcio e fosfato como brines.

No presente trabalho, usou-se Renex-100® como surfactante, um produto
comercial fornecido pela Oxiteno do Brasil, portanto de facil aquisigéo e de baixo
custo, cuja molécula assemelha-se a do Triton X-100, diferindo apenas na sua parte

hidrofébica, que apresenta nove atomos de carbono em cadeia linear (Figura 3b).
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\k\/\/g/ e /‘\/\/\/\/@/ R

(a) (b)

Figura 3: Férmulas estruturais de (a) Triton X-100 e (b) Renex-100%, que

apresentam, em média, dez grupos oxietilenos na cadeia hidrofébica da molécula.

Soluges de Ca(NO,), 1,0 moliL + H,PO, 0,6 moliL e de NH,OH 2,0 mollL
- foram empregadas como fases aquosas.
A composicao dos sistemas organizados foi determinada tomando por base

diagramas de fase temdrios genéricos e simplificados, que indicam as regides nas

quais diferentes fases normalmente s&o formadas®”.

3.1. Materiais utilizados

3.1.1. Reagentes

Renex-100%, lote 990213-1M1 (Oxiteno do Brasil)
Cicloexano, P.A. (Vetec)

Hexanol, P:A. (Aldrich)

HsPOs, P.A. (Merck)

>

»

»

» Ca(NO3)2.4H20, P.A. (Merck)
»

» NH:OH, P.A. (Synth)

>

Alcoo! etilico, P.A. (Synth)
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Y V V Y V V V VvV Vv

Acetona, P.A. (Vetec)

HCI, P.A. (Nuclear)

CaCOQ3;, P.A. (J. T. Baker)

KH2PO,, P.A. (Cinética Quimica)
KBr de grau espectroscopico (Merck)
Alcool isopropllico, P.A. (Vetec)
Grafite em pd, 1-2 um (Aldrich)
Parafina (Reagen)

Merclrio

3.1.2. Equipamentos de pequeno porte e materiais de laboratério

Y VvV ¥

Y VvV V¥V ¥V V¥V Vv ¥ VY VY

Banho de agua (General Signal, Blue M)

Centrifuga (Tomy Seiko, modelo IC-1538N, velocidade maxima 3500 rpm)
Balanga semi-analitica (Ohaus, modelo TP2KS, preciséo £ 0,01 g)
Balanga analitica (Sartorius, modslo BP211D, preciséo + 0,01 mg)
Agitador magnético (Nova Técnica, modelo NT-103)

Agitador Mecanico (Fisatom, modelo 713T)

Ultra-som (Thornton, modelo T14)

Potencidmetro (Corning, modelo 450)

Eletrodo de vidro (Analion)

Eletrodo de calomelano saturado (Analion)

Bomba de vacuo (Welch, modelo 1400)

Sohxlet -
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Almofariz e pistilo de 4gata

>
R Ponteiras de micropipeta
» Fio de cobre
»

Vidraria comum em laboratdrio

3.2. Sintese em sistemas Renex-100%/cicloexano/brine

Utilizou-se Renex-100® de um UGnico lote em todos os sistemas de sintese.
Para verificar o tamanho das cadeias hidrofilica e hidrofébica deste composto uma
aliquota (aproximadamente 40 mg) foi analisada por RMN 'H, em um equipamento

Varian, modelo Gemini 300, utilizando DOH como solvente.

Emulsées -

Figura‘4: Diagrama de fase genérico, incluindo as composigdes dos sistemas

organizados empregados na sintese dos fosfatos de céicio.
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Cinco composicSes foram utilizadas para a sintese dos fosfatos de calcio,
todos diferindo na porcentagem em massa de cada componente, de acordo com os
dados listados na Tabela 1. Estas composi¢des foram escolhidas tomando por base
o diagrama de fases genérico reproduzido na Figura 4, no qual os pontos em
destaque correspondem as regides de microemulsdo A/O (ME), cristal liquido (CL),

emulséo O/A (EO), emulsdo A/O (EA) e regido rica em surfactante (RS).

Tabela 1: Composic&do dos sistemas utilizados para sintetizar as amostras de fosfato
de célcio, em porcentagem de massa.

Amostra Sistema Renex-100 Hexanol Cicloexano So:lgﬁo des_ NH,OH
Ca“" e PO,

S1 20,4 15,6 49,6 14,3 0

ME-1 o 17,2 13,8 423 0 28,7
ME-2 S1 28,5 22,0 69,5 30,0@ 0
S1 35,2 0 48.4 16,4 0

ME3 s 32,2 0 44,2 0 23,6
S1 46,4 35,3 8,8 9.4 0

RS s2 46,4 35,3 8.8 0 0,4
S1 45,5 0 9,0 45,5 0

CL-1 S2 45,5 0 9,0 0 45,5

CL-2 $1 45,5 0 9,0 45,5 Vapor
S1 10,0 0 80,0 10,0 0

EA S2 10,0 0 80,0 0 10,0
S1 10,0 0 10,0 80,0 0

EO S2 10,0 0 10,0 0 80,0

@ Foram adicionados 15,0 % em massa de solugdo de Ca(NOs), 0,1 mollL e, depois, 15,0 % em
massa de solugéo contendo (NH,);HPO, 0,6 mol/L e NH,OH 1,0 mol/L.
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Renex-100 Renex-100 Renex-100
| I I
Hexanol Hexanot Hexanol
T I I
Cicloexano Cicloexano Cicloexano
] I
Solugéo de Solugdo de
Solugdode Ca(NOs)2 1,0 moliL Ca* 1,0 mol/L ou de
NH+OH 2,0 mol/L + HsPOs 0,6 mol/L Ca? 1,0 molL +
Sistema S2 PO4> 0,6 mol/L
Sistema S1
Sistema S1
$2 adicionado a 81 scb Solugdo de
agitagéo magnética PO+ 0,6 mol/L +
NH4OH 2,0 mol/L ou
vapor de NHsOH
Esquema a Esquemab
Sistema organizado
Centrifugacéo a temperatura

ambiente, lavagem com alcool
etilico e extragio com acetona por

Amostra de fosfato
de calcio em pé

Figura 5: Fluxograma de sintese dos fosfatos de célcio em sistemas organizados.

A Figura 5 apresenta o fluxograma de preparo dos sistemas de sintese dos
fosfatos de célcio. No processo padronizado mostrado na Figura 5 (esquema a),
utilizou-se dois sistemas, cada um contendo uma solugéo precursora aquosa para
possibilitar que a sintese ocorresse por coalescéncia dos microrreatores, como

esquematizado na Figura 2a. Em outros processos estudados, utilizou-se um Unico
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sistema, sobre o qual adicionaram-se as solugGes aquosas precursoras ou colocou-
| se o sistema em presenca de vapor de amdnia (Figura 5, esquema b).
Todos os sistemas foram estocados por 10 dias, sendo que as misturas fluidas
(ME, RS, EO e EA) foram mantidas a 2 °C. Apos este periodo, os sistemas foram
deixados atingir a temperatura ambiente para serem centrifugados a 2500 rpm. Os
sistemas mais viscosos (CL) foram diluidos com alcool etilico para possibilitar a
centrifugacgéo dos sélidos aglomerados. Todos os materiais foram lavados com alcool
etilico, resultando em materiais sélidos aglomerados, que foram desagregados e
submetidos a extragdo dos residuos orgénicos com acetona quente em extrator
sohxlet. Por fim, os materiais na forma de p6 fino foram secos ao ar.
Os materiais foram analisados por vérias téchicas, as quais sero brevemente

descritas a seguir.

3.3. Caracterizacao dos sistemas de sintese

3.3.1. Microscopia éptica (MO)

Os sistemas de sintese CL e RS foram observados em microscépio Optico
Nikon Eclipse E800, para avaliagdo da anisotropia mediante polarizadores de luz e
do tamanho das goticulas dos sistemas recém preparados, respectivamente.

Micrografias foram obtidas a partir de uma maquina fotogréafica Nikon FDX-35.
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3.3.2. Espalhamento de luz dinamico (ELD)

A determinagdo do tamanho dos dominios das microemulsdes recém
preparadas e analisadas sem tratamento prévio foi realizada no Laboratério de
Propriedades Coloidais e Reol6gicas da Faculdade de Engenharia Quimica da
Unicamp, utilizando um equipamento Malvern PCS 4700 com laser de He-Ne (A =
633 nm). A radiagdo espalhada foi coletada a 90° do angulo de incidéncia da
radiacdo e os seguintes valores foram considerados nas andlises: o indice de
refragdo do meio dispersante foi calculado como sendo a média geométrica dos
indices de refragao dos componentes do sistema; a viscosidade elevada do sistema
foi considerada 2,950 cP e o método mateméatico empregado na analise foi o

monomodal.

3.4. Caracterizag&o quimica das amostras

3.4.1. Determinagdo de carbono, hidrogénio e nitrogénio (CHN})

A eficiéncia da extragdo dos residuos orgénicos provenientes da sintese, com
acetona 'quente. foi verificada através da determinagéo do teor de C, H e N, em um
Analisador CHNS/O Perkin-Elmer PE-2400. Neste equipamento, a amostra ¢&
aquecida até 925 °C e a presenga dos elementos C, H e N é quantificada através da

coleta destes, na forma dos gases COz, H20 e N».
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3.4.2. Razdo molar Ca/P

A razéo molar Ca/P foi calculada a partir da determinagéo do teor de Ca e P
por espectroscopia de emissdo atdbmica por plasma indutivamente acoplado
~ (ICP/AES), realizado em espectrofotdmetro Perkin-Elmer 3000 DV.

Solugbes aquosas das amostras foram preparadas suspendendo-se
aproximadamente 5 mg de amostra em um pouco de agua, dissolvendo-se com
aproximadamente 0,5 ml de HCI concentrado e diluindo a 25 mi.

Curvas de calibragéo foram construidas a partir de solugdes padréo de Ca e
de P a 20, 40, 60, 80 e 100 ppm, preparadas a partir de CaCOs e de KH,PO4. As
quantidades de calcio e fosforo nas amostras foram determinadas com base na

curva de calibragéo e o valor da razdo Ca/P foi obtido matematicamente.

3.5. Caracterizacado fisica das amostras

3.5.1. Espectroscopia de refletdncia difusa na regido do

infravermelho médio com transformada de Fourier (FTIR)

Os éspectros na regiéo do infravermelho foram obtidos em um espectrémetro
Bomen MB-series, na regido de 4000 a 400 c¢m™, com resolugio de 4 cm™ e
realizando 128 varreduras, utilizando o método de refletancia difusa. Para este

metodo, a amostra foi triturada e homogeneizada com KBr de grau espectroscépico
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em uma concentragédo de cerca de 2 % em massa e esta mistura na forma de po foi

analisada em acessorio préprio para refleténcia difusa.

3.5.2. Difracgdo de raios X (DRX}

As amostras de fosfato de cdlcio foram desagregadas em almofariz,
compactadas sobre porta amostra de vidro e analisadas em um difratbmetro
Shimadzu DRX-6000, utilizando fonte de radiagdo CuK, (A = 1,5418 A) e filtro de
niquel. Como condigbes para a obtengdo dos difratogramas foi utilizada voltagem de

40 kV, corrente de 30 mA e varredura de 2 °/min.

3.5.3. Area superficial por adsorcdo de gas (BET)

A area superficial das amostras de fosfato de célcio secas a vacuo foi avaliada
utilizando um equipamento Micromeritics Flowsorb 2300. Aproximadamente 200 mg
de amostra foram utilizados neste método, sem que fosse realizado aquecimento

durante o processo de degaseificagéo.

3.5.4. Espalhamento de luz dinamico (ELD)

O tamanho médio dos aglomerados de patrticulas foi determinado por
espalhamento de luz dindmico, utilizando um medidor Malvermm PCS 4700 e uma
fonte de radiagéo laser de He-Ne, operando em comprimento de onda de 633 nm. As
amostras na forma de p6 foram suspensas em alcool isopropilico (aproximadamente

0,5 g de material em 4 ml de alcool isopropilico) e submetidas ao uitra-som para
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efetivar a desagregagdo das particulas. As analises foram realizadas a 26 °C,
coletando-se a intensidade da radiagdo espalhada a um angulo de 90° com relagdo
ao raio de incidéncia e considerando o indice de refragdo do meio dispersante igual a
1,39, o indice de refragdo da amostra igual a 1,60 e a viscosidade do alcool

isopropilico igual a 2,32 cP . O método de analise utilizado foi o Contin.

3.5.5. Microscopia eletronica de transmissdo (MET) e eletrénica de

varredura (MEV)

O microscopio eletrdnico de transmissdio Zeiss CEM-902 foi utilizado para
analise morfolégica das particulas sintetizadas em sistemas confinados. As amostras
foram suspensas em alcool isopropilico (0,02 % m/m) e levadas ao banho de ultra-
som para desagregar as particulas. Uma gota de cada suspens&o foi depositada
sobre telas de cobre, cobertas com filme polimérico de parlodio e com uma camada
de carbono. A condigdo de operagdo do equipamento foi de 80 kV.

O microscépio eletrénico de varredura Jeol JSM-T300 foi utilizado para
anafisar a superficie dos aglomerados de particulas obtidas tanto por sinteses
convencionais (materiais cristalinos) como por sinteses em sistemas confinados.
Para tanto, as amostras na forma de p6 foram separadas granuiometricamente em

membranas de nylon de malha de 20 um (materiais de sintese convencional) ou de 5
pm (materiais de sintese em sistemas confinados) e diretamente depositadas sobre

fita adesiva de carbono de dupla face, fixada sobre porta amostras de iatdo ou

carbono. As amostras preparadas sobre porta-amostra de latdo foram metalizadas
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com ouro € as amostras preparadas sobre porta-amostra de carbono foram

metalizadas com carbono. O equipamento operou com aceleragdo de feixe de 20 kV.

3.5.6. Andlises térmicas (TGA e DTA)

As andlises térmicas foram realizadas em um equipamento TA Instruments
5100, utilizando o médulo TGA-2050 para a analise termogravimétrica e 0 médulo
DTA-1600 para a andlise térmica diferencial. Em ambos os casos, a massa da
amostra variou de 10 a 15 mg e as medidas foram realizadas em atmosfera de
argbnio, com velocidade de aquecimento de 10 °C/min em uma faixa de temperatura

de 25 a 1000 °C.

3;5. 7. Espectroscopia de absorgdo de raios X na borda K do fésforo
(XANES)

A espectroscopia de absorg&o de raios X (XAS) permite que a vizinhanga de
um determinado atomo imerso em uma matriz seja investigada, segundo o numero
de vizinhos e a distancia até eles. A grande vantagem desta técnica é que ela pode
fornecer informagdes estruturais de amostras que apresentem ordem local - ja que
ela'é elemento seletiva - diferentemente de outras técnicas, como DRX e FTIR, as
quais foecem informagdes de curta a longas distancias®™4,

. O principio basico desta técnica envolve a aplicagio de um feixe de fotons de
intensidade lo @ energia incidente variavel E sobre uma amost'ra.'A intensidade | do

feixe transmitido apresenta saltos abruptos que ocorrem em energias especificas,



Parte Experimental 37

dependendo da natureza dos atomos presentes no material. Estes saltos, chamados
de bordas, aparecem como ¢ resultado da absorc&o de um foéton por um elétron de
um nivel mais interno de um atomo, com a conseqiiente emissdo de um fotoelétron
para os primeiros niveis desocupados acima do nivel de Fermi. A interacio entre
féton e matéria resulta em uma perda de intensidade do feixe, proporcionalmente &
intensidade do feixe incidente e & espessura do material (x), de acordo com a
equacéo:
[=1,e""

onde u é o coeficiente de absorgo linear de raios X do elemento, sendo uma fungéo
da energia™l. O espectro de absorgéo de raios X pode ser dividido em trés partes,

-

de acordo com a Figura 6:

Absorgéo

Préborda. | Borda | P6s:Bora,

-Ehe‘rﬁ_i_a
Figura 6: Espectro tipico de absorg&io de raios X4,

i.  Regido de pré-borda, formada principalmente pela excitagcdo de elétrons que

ocupam os niveis mais externos do atomo absorvedor:
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ii. Regié_o da borda, que ocorre quando um féton incide com energia suficiente
para excitar um elétron de um nivel mais intemo de um atomo (nivel K ou L)
para um estado eletrénico desocupado. Esta regido de energia & chamada de
XANES (X-ray Absorption Near-Edge Structure) e é fomada até cerca de 50
eV acima da borda de absorg&o;

iii. Regido pés-borda, que representa a faixa de energia que vai de 50 a 1000 ev
acima da borda de absorgdo e & chamada de EXAFS (Extended X-ray
Absorption Fine Structure).

O espectro XANES compreende a regiio onde o comprimento de onda do
fotoelétron & muito maior que a distancia interatdmica e, portanto, o seu caminho
livre médio & longo o suficiente para que possam ocorrer espalhamentos multiplos,
antes que ele retorne ao atomo central (Figura 7). Deste modo, na espectroscopia
XANES, tanto as transigdes dos elétrons ejetados a niveis eletrbnicos desocupados
quanto os efeitos de espalhamento miltiplo devem ser considerados. Comparando
espectros de varias amostras que apresentem vizinhanga conhecida em tormo do
atomo absorvedor, as vezes & possivel interpretar os padroes observados e deduzir

a ordem local ao redor do &tomo analisado®>.

Figura 7: Esquema do prooésso de espalhamento mﬁltiplo‘“l.
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As medidas foram realizadas na linha de raios X moles do Laboraio6rio
Nacional de Luz Sincrotron (LNLS). Foram utilizadas amostras de DCP, DCPD e HA
como padrOes. Estes padrdes foram sintetizados por métodos convencionais e
avaliados cristalograficamente através de difragio de raios X (vide anexos). Os
padrées e as amostras na forma de pd foram depositados sobre fita adesiva de
carbono. Foi utilizado um monocromador de cristal duplo de Si(111) para varrer a
regido da borda K do fdsforo (2130-2200 eV), obtendo-se uma resolugéo em energia
da ordem de 0,4 eV. Utilizou-se como modo de detecgdo o rendimento total de
elétrons (TEY), no qual a corrente gerada por todos os elétrons que deixam a
amostra € medida através da normalizagio da mesma pela corrente que atravessa
um filme de aluminio localizado imediatamente antes da amostra. Os espectros
apresentados neste trabalho correspondem & média de pelo menos quatro
varreduras, as quais apresentaram apenas variagdes de intensidade. Para contomnar
este problema e para possibilitar a comparagdo quantitativa da intensidade dos
padrées de absorgdo, o método de normalizagéo proposto por Franke e Hormes!®
para o tratamento dos dados foi adotado. Desta forma, a regifo de pré-borda dos
dados foi ajustada linearmente e a linha base determinada foi subtraida do espectro
completo. O salto de absorgdo foi definidko como sendo de uma unidade a uma
energia de foton de 2180 eV, regido na qual a absorgdo pareceu ndo apresentar

estruturas pronunciadas.
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3.6. Potencial de interface

O comportamento dos fosfatos de calcio em solugdo aquosa de fosfato
tambeém foi avaliado construindo mini-eletrodos com os materiais na forma de p6, de
modo semelhante ao j& reportado*®. Para tanto, uma mistura de grafite e parafina
(60% em massa de grafite) foi aquecida e colocada em ponteiras de micropipeta.
Com a mistura levemente aquecida, foram colocados os fosfatos de calcio na ponta
das ponteiras, sob compactagao. Sobre a mistura de grafite foi colocada uma gota de
merctrio liquido e imerso um fio de cobre. A Figura 8 apresenta um esquema da
construgcao dos eletrodos.

Foram confeccionados trés eletrodos para cada amostra, para eliminar
eventuais desvios de construgdo. Os eletrodos foram mantidos em agua destilada
antes das medigbes para manté-los hidratados, aumentande a velocidade da

resposta de potencial da amostra sélida compactada na ponta do eletrodo.

Fio de cobre

Hg liquido
Grafite/parafina
Amostra

Figura 8: Esquema de construgao dos eletrodos de fosfato de calcio.
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Preparou-se uma solugéo tampédo de K:HPOL/KH2PO, 0,1 mol/L. Solugbes de
fosfato a 102, 10 e 10" mol/L contendo 0,1 mol/L de KNO; (incluido para manter a
forga idnica constante no meio) foram preparadas por diluigéo a partir da solugéc 0,1
mol/L. O pH das solugdes foi ajustado para 6 ou 7, com auxilio de solugées de HNO;
ou KOH, ambas a 0,5 mol/L.

Os eletrodos tiveram seus potenciais medidos contra um eletrodo de
calomelano saturado, em solugdes aquosas de fosfato a diferentes concentragées.
Para cada eletrodo, foram realizadas medigSes durante um intervalo de
aproximadamente duas horas, verificando a estabilidade do potencial medido. Os
gréficos de potencial de interface para os eletrodos de fosfato de célcio apresentados
neste trabalho representam valores de potencial médios, determinados para dois
eletrodos de cada amostra, utifizando o potencial estabilizado médio de cada

eletrodo.

3.7. Estudo in vivo

Estudo piloto foi realizado in vivo para avaliar a biocompatibilidade dos
fosfatos de calcio sintetizados em sistemas organizados e verificar se eles poderiam
apresentar um comportamento osteocindutor.

As amostras ME-1 e RS, n&o submetidas & extragdo com acetona por sohxlet,
foram implantadas em musculos de ratos Wistar, na forma de pé, umedecido com

soro fisiolégico e levemente compactado. As amostras foram implantadas no mesmo
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animal, em diferentes masculos, utilizando um total de 4 animais como amostragem.
Apbs 16 semanas, os animais foram sacrificados e as regides de implante foram
avaliadas histologicamente.

Esta etapa do trabalho foi realizada no Departamento de Anatomia do Instituto
de Biologia da Unicamp, com a colaboragédo do Professor Doutor José Angelo

Camilli.
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Soeinllados e disewsibed

Por ocasido do inicio deste trabalho, levantamento bibliografico revelou um
crescente interesse dos profissionais da drea de Materiais por um novo ramo da
ciéncia moderna, a Nanotecnologia. Este ramo estuda o preparo, as propriedades e
as aplicagbes de materiais, dispositivos e sistemas que sejam formados por pelo
“menos um componente que apresente uma ou mais dimensfes em escala
- nanométrica, isto &, que tenha diametro ou largura, altura e/ou comprimento entre 1
e 100 nm. Os componentes basicos da nanotecnologia s&o os nanomateriais, os
quais sdo formados por particulas de dimensdes nanométricas®™.

‘O corpo humano representa o mais perfeito sistema de sintese de

nanomateriais, a comegar pefa formagéo dos 0ssos e dentes. Estas estruturas séo
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formadas por coldgeno e nanoparticulas de hidroxiapatita que compdem um
composito, que apresenta elevada resisténcia & compress&o, associada a uma certa
elasticidade e baixa densida&e, propriedades estas desejaveis para muitos materiais
tecnolégicos. Desta forma, o entendimento de como estas estruturas se formam e se
mantém podé nos ievar & obtencdo de materiais que apresentem propriedades
mecénicas avantajadas®™.

Estes argumentos podem atrair o interesse de cientistas da area de materiais
para as bioestruturas, no entanto, o desenvolvimento de nanomateriais pode
favorecer também a area de Biomateriais, melhorando a resposta destes, quando
implantados no organismo vivo.

Varias técnicas para a sintese de nanoparticulas s&o descritas em literatura,
entre elas temos os processos hidrotérmicos, sol-gel, aerosol, eletrodeposigdo, em
fase gasosa, ball milling, microemulsgo™ *%", Entre elas, a utilizag8o de sistemas de
micro.emulséo vem ganhando grande impulso por sua simplicidade de execucéio e a
possibilidade de obtengdo de particuias de tamanho uniforme®™*¢289 Dentre os
poucos trabathos que se utilizam deste método para a sintese de fosfatos de
célcioP**!, destaca-se o sistema proposto por di e colaboradores, os quais se
utilizaram de em um procedimento simples e rapido, empregando reagentes de baixo
custo, podendo-se proceder & sintese em grande escala e resultando em materiais
muito finos. Pelo exposto acima, o trabalho de Qi e colaboradores™ foi utilizado
‘como basg para a sintese de fosfatos de calcio nanométricos e de diferentes

morfologias.
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- 4.1. Sistemas organizados

Em trabalho publicado em 1997, Qi e colaboradores descreveram a sintese de
hidroxiapatita em  microemulsio, utilizando o sistema  Triton X-
1OOIhexanollbicloexanolsoluQéo aguosa de célcio, sobre o qual foi adicionada uma
solugdo aquosa de fosfato em meio bésico, o que tornava a mistura final
translicida®. Em seu trabalho, os autores atribuiram a translucidez do sistema a
formagéo de particulas nanométricas de hidroxiapatita.

O presente trabalho iniciou com a tentativa de se obter hidroxiapatita em
regido de microemulséo, utilizando um sistema semelhante ao reportado por Qi e
colaboradores, substituindo-se apenas o surfactante Triton X-100 peio Renex-100°,
cujas moléculas se assemelham. Uma mistura com a mesma composigao do sistema
repqrtado pelos autores foi preparada, observando-se que a microemuiséo contendo
solugdo de célcio era transparente e que a adig8io de solugdo basica de fosfato
também tomava o sistema transitcido.

Sistemas de microemulsdo apresentam como caracteristica determinante a
transparéncia da mistura, ditada pelas dimens&es nanométricas de seus dominios e
.pela estabilidade termodinamica. As misturas utilizadas tanto no trabalho de Qi e
_.-coléboradores quanto no presente trabatho apresentaram-se translicidas, o que
poderia " indicar ndo apenas formagfio de particulas de fosfato de calcio

| '-nanométricas. como também a desestabiliza¢go do sistema de microemulséo.
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Para verificar se a microemulsdo preparada neste trabalho mantinha-se
estavel, mesmo apds a adigdo da solugéio de fosfato basica realizou-se, como teste,
um procedimento contrario ao reportado por Qi e colaboradores, preparando uma
microemulsédo contendo solugéo de fosfato em meio basico, para depois adicionar a
solugdo de calcio. As quantidades utilizadas de cada componente foram iguais
aquelas da mistura original. Observou-se que a adigio da solugdo basica de fosfato
a mistura contendo apenas Renex-100%, hexanol e cicloexano, sem a presenca de
célcio, tornava a microemulsdo transiiicida, indicando a formag¢do de dominios
macroscopicos que desestabilizavam o sistema. Esta desestabilizagéo pode ser
resultade da interag@o competitiva dos ions fosfato com os oxigénios da cadeia
hidrofilica do Renex-100%, competicéo esta que ndo ocorre na presenga da solugdo
de calcio, pois apenas as moléculas de agua devem interagir com o sutfactante,
através de pontes de hidrogénio.

O resultado deste teste pode indicar que os autores do trabalho citado néao
obtiveram hidroxiapatita em regifio de microemulsdo. No entanto, deve-se ressaltar
ainda, que a utilizagdo de surfactante diferente pode levar & obtengdo de sistema
mais ou menos estavel com relagdo a solubilidade da fase aquosa, ou seja, a
utilizagsio de Reriex-_1_00° no lugar de Triton X-100 pode fazer com que o sistema
formado ndo permita que a mesma quantidade de solugéo aquosa seja solubilizada,
causando a desestabilizagéo da microemulséo.

Além da utilizagéio de um surfactante de cadeia hidrofilica diferente, deve-se

considerar também a variagcéo do tamanho da cadeia hidrofébica. Os compostos
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etoxilados apresentam uma distribui¢do de tamanhos que, em média, aproximam-se
do valor indicado pelo fabricante. Este valor também pode variar de lote para lote.
Por isso, utilizou-se surfactante de um dnico lote para preparar os sistemas de
sintese sendo, assim, possivel a comparagéio dos resultados. A determinagéo do
niimero de 6xidos de eteno presentes no lote de Renex-100° utilizado neste trabalho
foi conduzida por RMN 'H e o espectro resultante, assim como a integragéo dos

picos, € mostrada na Figura 9.

T bt | i 3
2 1 -4 ppu

P

Figura 9: RMN *H do Renex-100%, lote 990213-1M1, solvente DOH.
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A Tabela 2 apresenta a atribui¢do dos picos do espectro da Figura 9 e suas
_integragdes.

O tamanho absoluto das cadeias hidrofilica e hidrofébica pode ser
determinado pela-raz&o do sinal dos respectivos picos pelo sinal dos quatro prétons
do anel aromatico®™. Desta forma, determinamos que o Renex-100® utilizado
apresenta uma cadeia alquila contendo 8 metilenos e cadeia hidrofdbica formada por
8 oOxidos de eteno. Com isto, trabalhos que possam ser realizados tomando o
presente como referéncia, podem apresentar algumas discrepancias nos resultados,

caso o surfactante utilizado apresente tamanho de cadeias diferentes.

Tabela 2: Relagéo dos picos observados no espectro de RMN *H do Renex-100°®,

utilizado nos sistemas de sintese.

5/ ppm Atribuigdo dos prétons Integracdo
03at16 Grupos metilenos da cadeia hidrofilica 17
33a36 Oxidos de eteno da cadeia hidrofobica 32
36a3.9 H,O 2
4,62 DOH e hidroxila da cadeia hidrofébica -—

6,5e7,0 Anel aroméatico 4

Alem da utilizagéo de surfactante diferente, outro fator que pode modificar o
equillbrio de um sistema é a utilizag@o de diferentes sais na fase aquosa (solugbes

denominadas brine). Além disso, a quantidade de solugdo aquosa passivel de
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solubilizag&o por um determinado sistema também varia de acordo com o brine
utilizado!®"®,

Na tentativa de obter sistemas estaveis e transparentes que pudessem
apresentar o maior rendimento possivel de fosfato de célcio nanoparticulado, alguns
brines foram testados. A utilizagdo de uma solugdo aquosa Unica contendo calcio e
fosfato em meio acido (meio desfavoravel & nucleagéio de fosfato de célcio, visto que
o valor de pK de nenhum composto é alcangado) e de uma solugéo de aménia (para
propiciar um meio basico, no qual a formagdo de fosfato de calcio é favorecida)
possibilitaram a solubilizagéo de grande quantidade destas solugdes, mantendo-se a
transparéncia do sistema. Por isso, com excec¢io de uma amostra, chamada de ME-
2, todas as outras amostras foram obtidas utilizando sistemas contendo solugées
4cidas de calcio e fosfato. As concentragbes das solugdes aquosas utilizadas foram
determinadas a partir da reagdo de obtengéio de hidroxiapatita, de acordo com a

equago quimica abaixo:
10 Ca(NO;), + 6 HiPO, + 2 NH,OH - Cayg(PO)(OH), + 20 NO, + 18 H" + 2 NH,*

- Alem da regifio de microemuls&o, comumente empregada para a obtengdo de
particulas de dimensées nanométricas, outras regibes do sistema Renex-
100°[ci_cloexanolbﬂne foram utilizadas para sintetizar os fosfatos de calcio. Os
sistemas de sintese preparados comresponderam as regides de cristal liquido, de

‘emuisdo normal, de emulsfio reversa e a uma regido rica em surfactante.



50 ' Resultados e Discussoes

- 4.1.1. Sintese em regido de microemulsdo

A composigéo dos sistemas de sintese obtidos em microemuls&o foi diferente
da composicdo utilizada pbr Qi e colaboradores, com o intuito de obter um maior
rendimento na sintese. Portanto, trabalhou-se com sistemas préximos ao limite da
regido de microemulso, isto é, utilizou-se a maior quantidade de brine que poderia
ser solubilizada pelo ‘sistema. antes deste tornar-se translicido.

A amostra ME-1 foi obtida a partir de dois sistemas, como exemplificado no
Esquema a, da Figura 2, um contendo a solug&io de caicio e fosfato em meio acido
(S1) e o outro contendo a solugéio de amdnia (S2), ambos proximos ao limite da
regifio de microemulsdo. A amostra ME-2 foi preparada com a composicio média
dos sistemas S1 e S2 da sintese da amostra ME-1, mas empregando o mesmo
procedimento proposto por Qi e colaboradores e seguindo o Esquema b da Figura 2.
Ja a amostra ME-3 foi obtida a partir de dois sistemas, préximos ao limite da regido
de microemuissio, como a amostra ME-1, no entanto sem é utilizagéo de co-
surfactante.

Para determinar o tamanho médio dos microrreatores da microemulséo, uma
mistura com a composicio do sistema S1 da amostra ME-1 foi preparada e
analiséda por espalhamento de luz dindmico (ELD). A Figura 10 apresenta a curva
de distribuigsio de tamanho de particulas deste sistema, no qual podemos observar a
preseng_‘é de uma populagdo monodispersa com meédia de pico em 5,7 nm de
diametro e apresentando um didmetro médio (Zyemge) de 7,7 NM, 0 que indica que a

maior parte dos microdominios aquosos apresenta dimens&o abaixo de 10 nm. O
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tratamento matematico utilizado na determinag¢do do tamanho de particulas através

de medidas de ELD considera particulas com formato equivalente ao esférico.

10 -
zZ =7.7nm

Intensidade / u.a.

0 5 10 15 20
Tamanho/ nm

Figura 10: Curva de distribuigdo de tamanho de particulas do sistema S1 da sintese

de ME-1, avaliado por espalhamento de |luz dinamico.

Os sistemas de sintese das amostras ME-1, ME-2 e ME-3 apresentaram-se
visualmente semelhantes entre si. Antes da mistura dos precursores, os sistemas
permaneceram fransparentes e, apds a mistura dos precursores, 0s sistemas
apresentaram-se transltcidos devido a formagéo de particulas de fosfato de calcio
submicrométricas. A Figura 11 mostra a consisténcia gelatinosa do sistema de

sintese da amostra ME-1, resfriado a 2 °C, sendo idéntica a dos sistemas de sintese

de ME-2 e ME-3.
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O resfriamento dos sistemas de microemulsdo a 2 °C foi praticado no intuito
de elevar a viscosidade das misturas e impedir o crescimento dos microrreatores,
pela colisdo e coalescéncia destes ambientes. Nesta temperatura, o cicloexano da
fase continua congela (ponto de fusdo: 6,5 °C), o Renex-100® e o hexanol tornam-se
mais viscosos e as solucdes aquosas da fase dispersa, mantém-se liquidas. Desta
forma, o fosfato de calcio encontra um ambiente propicio para sua formagao, sendo

que o crescimento de suas particulas sera limitado pelo tamanho dos microrreatores.

Figura 11: Sistema de sintese da amostra ME-1, resfriado a 2 °C.

O processo de centrifugagao destas amostras foi dificultado pelo tamanho das
particulas, tendo-se formado géis durante a centrifugagéo. Para separar os sdlidos,
fez-se necessario diluir os géis com alcool etilico, levando a agregagéo das
particulas neles presentes. Cabe lembrar que a centrifugagcdo de compostos como
os fosfatos de célcio, especialmente os que apresentam particulas de tamanho
nanométrico, s6 é possivel devido a tendéncia destes materiais em se aglomerar.

Portanto, o sélido na forma de p6 fino resultante da centrifugagdo representa
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aglomerados de particulas e parte das técnicas de caracterizagéo apresentadas aqui

representaréo as propriedades destes aglomerados e n3o das particulas isoladas.

4.1.2. Sintese em regido rica em surfactante/ co-surfactante

Tendo realizado a sintese em microemulsdo, o passo seguinte foi tentar a
sintese em regido de cristal liquido lamelar. Como nZo havia na literatura uma
indicacéo a respeito da composicédo de cada reagente utilizado neste trabalho, que
nos fomeceria uma fase de cristal liquido, tentou-se uma composigso contendo 50 %
de agua em termos de fragdo molar. No entanto, tentativa de caracterizar o sisterna
preparado por microscopia optica com luz polarizada, revelou que a composicao
utilizada n&o representava a fase desejada, j4 que nédo havia formagdo de textura
birrefringente.

A amostra RS foi obtida nesta regigo, a qual foi denominada de regi&o rica em
surfactante/co-surfactante. O sistema S1 apresentou-se translicido, enquanto S2
apresentou-se transparente. A mistura de ambos resultou em um sistema com
aspecto transilcido, que também foi estocado a 2 °C por 10 dias e apresentou a
mesma consisténcia dos sistemas de sintese em microemulsdo (Figura 11). A
centrifugagéo do fosfato de célcio obtido neste sistema também formou um gel,
indicando particulas muito pequenas.

A fase correspondente ao sistema de sintese do RS ndo foi identificada, no

entanto o sistema n&o representava um cristal liquido, como caracterizado

anteriormente e, devido ao aspecto transparente da mistura S2 desta sintese,
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podemos supor que o sistema apresente uma fase préxima a regido de
- microemulsdo. No entanto, tentativa de se medir o tamanho médio dos dominios
aquosos deste sistema por ELD, como foi feito com o sistema S1 da amostra ME-1,
fathou. Durante a analise de ELD, o instrumento apresentbu grandes oscilagbes de
intensidade de .qu, como se os dominios tivessem dimensdes muito diferentes. Este
fato pode ser um indicativo de um arranjo bicontinuo, que apresentaria uma
dimens&o muito superior & outra e impossibilitaria a determinagéo do tamanho dos

dominios aquosos através do movimento Browniano utilizado na técnica de ELD.

4.1.3. Sintese em regido de cristal liquido

De acordo com o trabalho de Heusch®), uma composicéio 6tima para se obter
cristais liquidos lamelares, a partir de um sistema binario formado por agua e
surfactante contendo cadeia de oxidos de eteno, considera os oxigénios da cadeia
hidrofilica solvatados por quatro moléculas de agua cada um, formande o que o
autor chamou de tetrahidratados. No caso do Renex-100%, ainda considerando a
férmula molecular teérica contendo dez grupos de Oxidos de eteno, terlamos 10
. 4tomos de oxigénio formando a cadeia hidrofébica da molécula e, portanto, 40
moléculés de agua solvatando-os. Procedendo-se aos célculos, determina-se que
apro#imadamente 50 % em massa de surfactante seria necessaria para formar o
cristal quuidb. A composigéo do sistema escolhida com base nestas informagdes foi
de 45,5 % (m/m) de Renex-100%, 9 % (m/m) de cicloexano e 45,5 % (m/m) de brine.

As amostras CL-1 e CL-2 foram obtidas em sistemas com a composicdo
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acima. A observagao do sistema S1 por microscopia optica com luz polarizada
revelou uma textura birrefringente, apresentada na Figura 12. A formagéo de textura
€ uma caracteristica dos cristais liquidos, que apresentam as moléculas organizadas
anisotropicamente. Em alguns casos, & possivel identificar o tipo de estrutura,
através da analise da textura do sistema birrefringente, visto que esta propriedade é
inerente a fase formada. Neste trabalho, entretanto, o tipo de cristal liquido utilizado

nao pdde ser identificado pela textura complexa observada.

Figura 12: Micrografia optica com luz polarizada da textura do sistema de cristal

liquido, sem utilizagao de laminula sobre a amostra.

Os sistemas S1 e S2 apresentavam consisténcia pastosa, transparéncia e
bolhas de ar presas em seu interior. Ao submeter os sistemas S1 ao vapor de
aménia ou a mistura de S2 com auxilio de uma espatula, os sistemas lentamente
adquiriram tonalidade esbranquigada, devido a formacéo de fosfato de calcio. Como
estes sistemas ja apresentavam elevada viscosidade, como pode ser observado na
Figura 13, que reduz o movimento Browniano da fase dispersa, eles ndo foram

UNICAMP
BIBLIOTECA ¢
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submetidos ao resfriamento como os outros sistemas. Para possibilitar a
centrifugagao do sélido, adicionou-se alcool etilico para diminuir a viscosidade deste
sistema pastoso. Assim, o fosfato de calcio foi facilmente centrifugado, sem a
formacdo de gel, indicando a separagdo de aglomerados de dimensdo maior que

das amostras anteriores.

Figura 13: Sistema de sintese da amostra CL-1, a temperatura ambiente.

4.1.4. Sintese em regido de emulsdo

As amostras EA e EO foram obtidas em regides tipicas de emulsdo agua-em-
6leo (A/O) e dleo-em-agua (O/A), respectivamente. O sistema S1 da emulsao O/A
apresentou-se inicialmente translucida, adquirindo aspecto leitoso em poucos
minutos. Observacdo desta mistura em microscopio Optico revelou dominios
esféricos (representando as goticulas de 6leo), cujas dimensdes foram ditadas pelo
numero de colisdes e coalescéncias de goticulas menores.

Observa-se na Figura 14 a tendéncia destas goticulas em se aderirem umas
as outras, causando o rompimento da parede e diminuindo a tensao interfacial

destes dominios.
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S

Figura 14: Micrografia 6ptica da emulsdo O/A.

A emulsdo A/O apresentou aspecto translicido com fase segregada
(formaram-se grumos transltcidos). Devido a segregacéo de fases, esta mistura ndo
foi observada em microscopio éptico.

Os sistemas A/O e O/A também foram estocados a baixa temperatura. A
Figura 15 mostra o sistema de sintese da amostra EA resfriado a 2 °C, o qual se
apresenta completamente congelado, devido a grande quantidade de cicloexaﬁo ea
Figura 16 apresenta o sistema de sintese da amostra EO resfriado a 2 °C, ainda
liquido, devido a maior quantidade de solugdo aquosa utilizada. Na etapa de
centrifugagdo, ambos os materiais foram facilmente separados, indicando a
formacdo de grandes aglomerados. No caso da amostra EA, a fase segregada foi

diluida com alcool etilico e centrifugada.
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Figura 15: Sistema de sintese da Figura 16: Sistema de sintese da
amostra EA, resfriada a 2 °C. amostra EO, resfriada a 2 °C.

4.2. Caracterizacao dos materiais

4.2.1. Caracterizac¢do quimica

Os materiais obtidos na forma de sélidos aglomerados foram lavados
inicialmente com alcool etilico e depois extraidos com acetona (ponto de ebulicao:
56 °C) em extrator sohxlet. Este procedimento foi adotado para eliminar os
compostos organicos remanescentes dos sistemas de sintese empregados, como 0
Renex-100%, o hexanol e o cicloexano, levando-se em consideragdo que eles
apresentam solubilidade em ambos os solventes®® .

Apos a extracdo dos compostos organicos, os materiais foram submetidos a
analise elementar (CHN) para verificar a quantidade de carbono que ainda havia
restado, aderido aos materiais e a razdo Ca/P foi determinada a partir dos

resultados de ICP/AES. Os dados obtidos nestas andlises sdo apresentados na

Tabela 3.
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Os resultados da analise elementar revelaram que, apesar da extragdo ter
sido eficiente, as amostras apresentavam entre 0,2 e 3,7% em massa de carbono e
0,2 e 1,3% em massa de nitrogénio (como residuo do Ca(NO,), usado na solugéic

aquosa de céicio).

Tabela 3: Resultados das andlises quimicas por CHN e por ICP/AES.

Amostra % C (massa) % N (massa) CaP
ME-1 1,0+ 0,1 02+0,0 1,54 £ 0,03
ME-2 1,7+£0,1 1,3+0,0 1,54 £ 0,01
ME-3 3,7+0,1 1,1+0,1 1,77+£0,03

RS 3.3+0,0 1,1+£0,0 1,38 £ 0,01
CL-1 0,5+0,0 02+0,0 1,49 £ 0,04
CL-2 09+0,0 0,8+0,1 1,23 £ 0,01

EA 1,1+0,1 1,3+0,1 1,38 £ 0,01

EO 02+£0,0 1,0£0,0 1,62 £0,02

Observa-se que os materiais que apresentaram maior teor de carbono sdo as
amostras ME-3 e RS. Ambas foram sintetizadas em regido proxima ao limite de
microemuls&o, empregando mais de 30 % em massa de surfactante (e mais de 75 %
| em massa de compostos orgénicos) para compor o sistema. Podemos inferir,

‘portanto, que as particulas que compﬁem_ estas amostras apresentam dimensdes
~ pequenas, ditadas pelo tamanho dos microdominios do sistema de sintese e due
podem apresentar uma 4&rea superficial adequada para a adsorgdo de -

macromoléculas. Desta forma, o teor de carbono determinado por CHN esta
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diretamente associado a quantidade de Renex-100® que permanece adsorvido sobre
a superficie dos soélidos, quando da presenga de uma grande quantidade de material
orgéanico utilizado no sistema de sintese.

No caso das amostras ME-1 e ME-2, o teor de carbono na forma de residuo
de surfactante € menor devido & menor quantidade de Renex-100® utilizada no
sistema de sintese (menos de 20 % em massa), apesar da grande propor¢cac de
compostos organicos utilizado no sistema (90 % em massa, no total). Por outro lado,
as amostras CL-1 e CL-2, sintetizadas em sistemas contendo 45,5 % em massa de
surfactante, apresentaram baixo teor de carbono devido a4 menor adsorgéo de
Renex-100® sobre suas superficies, jA que estes materiais foram sintetizados em
regido de cristal liquido, devendo apresentar particulas de tamanho elevado, se
comparados com os materiais obtidos por microemulsdo. Além disso, o sistema de
sintese utilizava quase 50 % em massa de brine, 0 que facilitou a lavagem do
material.

J& a amostra EA, sintetizada em sistema contendo 90 % em massa de
compostos organicos, apresentou aproximadamente o mesmo teor de carbono
identificado nas amostras ME-1 e ME-2, as quais também apresentavam S0 % em
massa de compostos organicos em seus sistemas de sintese. A amostra EO,
sintetizada em sistema ﬁco em brine (80 % em massa), apresentou o menor teor de

carbono entre todas as amostras sintetizadas.
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A presenca de nitrogénio pode ser justificada pela auséncia de lavagem dos
materiais com agua, solvente no qual os nitratos utilizados como reagentes nas
sinteses sdo totalmente solubilizados. |

A razdo Ca/P determinada para as amostras variou de 1,23 a 1,77. Dentro
desta faixa de valores, podemos ter as seguintes fases: HA (Ca/P = 1,67), TCP
(Ca/P = 1,50), ou misturas de fases contendo um dos compostos anteriores e
CaHPQ, (Ca/P = 1,00), CaHPQ,.2H,0 (Ca/P = 1,00) ou CaCO, (que eleva o valor da
razao Ca/P) ou, ainda, HA contendo vacancias de caicio ou substituigdes de grupos
fosfato por carbonato. A determinagdo das fases presentes em cada amostra deve

ser, portanto, conduzida por outros métodos.

4.2.2. Caracterizagdo fisica

4.2.2.1. FTIR e DRX

A andlise por espectroscopia na regido do infravermetho possibilita a
caracterizagdo dos grupos funcionais presentes nos materiais. Normalmente,
amostras de material inorganico sido preparadas na forma de pastilhas de KBr para a
analise. No entanto, corre-se o risco de que haja interagdo entre o KBr e a amostra
durante o processo de prensagem. O método de refletncia difusa evita este
problema, ja que a amostra ndo é submetida a alta pressdo, fato este que também
poderia induzir a indesejavel cristalizagdo dos materiais. A Figura 17 mostra os
espectros na regido do infravermelho médio obtidos pelo método de refletancia

difusa, para cada uma das amostras sintetizadas.
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Figura 17: Espectros de refletancia difusa na regido do infravermelho médio dos

fosfatos de calcio sintetizados em sistemas organizados.
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Os espectros da Figura 17 apresentam perfis espectroscopicos similares, com

bandas caracteristicas de grupos cujas atribuicdes dos modos vibracionais estio

relacionadas na Tabela 4.

Tabela 4: Relagdo das bandas observadas nos espectros de FTIR da Figura 17 e

suas atribuigcbest ™.

Banda/cm™ Atribuigéo
3580 v, estiramento OH de hidroxila
3400 v, estiramento OH de H,0
1645 deformacéo H-O-H de H,0
1435 v, estiramento simétrico de CO,?
1384 estiramento NO,
1128 v estiramento PO, em HPO,*

1100, 1093, 1047

965
018
864
650

616, 581

535

v, estiramento antissimétrico de PO,* ou
v, estiramento PO, em HPO,*
v, estiramento simétrico PO *
v, estiramento P-OH em HPO *
v, estiramento antissimétrico de CO,>
vibragdes OH de hidroxila
v, deformagdo O-P-O em PO,* ou
v, deformagdo O-P-O em HPO,?

v, estiramento P-OH em HPQO >

Podemos observar nestes espectros a presenca de cinco bandas nso

atribufdas aos modos vibracionais dos fosfatos, mas que aparecem em todos os

espectros: em torno de 3400, 1645, 1435, 1384 e 884 cm™. Estas bandas estdo
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relacionadas com a H,0 adsorvida na superficie dos materiais, com os residuos do
NO;" utilizado como reagente de partida e com CO,%, incorporado na rede cristalina
dos materiais durante a sintese, através do CO, atmosférico. Estes grupos nio
representam impurezas para os fosfatos de calcio e, em especial, 0 CO,> é um
grupo comumente encontrado nos fosfatos de céalcio da fase mineral éssea, sendo
um dos responséveis pela diferenga estrutural com relagéo a hidroxiapatita mineral.

| O CO4* pode ser incorporado na rede cristalina da HA em substituigdo a um
grupo OH ou a um PO, (ou HPO,*), formando as chamadas hidroxiapatitas
carbonatadas do tipo A (CHA-A) ou B (CHA-B), respectivamente™, As CHA-B
apresentam valores de razéio Ca/P maiores que da HA estequiométrica, podendo-se
supor que a amostra ME-3 apresenta este tipo de HA, j& que seu valor de Ca/P esta
acima do esperado e o teor de carbono avaliado por CHN é elevado. As bandés
largas na regidio de 1250 a 1750 cm™” estdo relacionadas com os compostos
organicos provenientes do sistema de sintese e que ndo foram totalmente
eliminados, como mostraram os resultados de CHN, listados na Tabela 3.

Todos os espectros apresentam banda intensa na regido de 1090 cm™ e outra
menos intensa na regi&o de 600 cm™, relacionadas aos modos de vibragéio de PO,*
oul de HPO.? (Figura 17). A amostra ME-1 apresenta bandas largas e pouco
resolvidas nestas regibes, ao contrario das outras amostras que apresentam bandas
resolvidas e desdobradas. Este fator € um indicativo de que amostra ME-1 é pouco
cristalina a curta e a média distancias, fato que pode ser confirmado pelo seu

difratograma de raios X, mostrado na Figura 18, no qual ndo é possivel identificar
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nenhuma fase cristalina caracteristica. A auséncia de bandas vibracionais na regiao
do infravermelho que possam ser relacionadas ao grupamento HPO,* nos fazem
crer que esta amostra seja constituida por HA, j& que o meio reacional basico foi
favoravel a sua formagdo, podendo ainda apresentar vacancias de calcio que
justificam o menor valor encontrado para a razao Ca/P = 1,54, se comparado ao
valor da HA estequiométrica (Ca/P = 1,67). Além disso, esta amostra pode

apresentar substituicdes de CO;> nos sitios de OH, impedindo a observacao de

bandas caracteristicas deste grupo.

:]:5000 cps ~

Intensidade / u.a.
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Figura 18: Difratogramas de raios X dos fosfatos de calcio.

(%) HA; (®) DCP; (O) DCPD.
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As amostras ME-2 e ME-3 apresentam espectros semelhantes na regido do
infravermelho, com excegdo da regido atribuida aos compostos organicos. As
amostras apresentam-se mais cristalinas frente a esta técnica, com o
desdobramento das bandas de PO,*, ndo apresentando bandas de HPO,% ou de
OH" (Figura 17). Os difratogramas destes materiais mostram que ambos sdo
compostos por HA pouco cristalina, visto que os picos s&o largos e mal resolvidos
(Figura 18). Como o valor da razdo Ca/P destes materiais estad proximo do
estequiométrico e ndo ocorre banda na regido do infravermelho que seja
caracteristica de OH", podemos supor que estas amostras sejam formadas por CHA-
A, com grupos CO,* substituindo grupos OH".

O espectro na regido do infravermelho da amostra RS é semelhante aos
espectros das amostras ME-2 e ME-3, tendo apenas uma banda pequena em torno
de 920 cm diferindo das anteriores, que pode ser atribuida ao estiramento P-OH em
HPO,* (Figura 17). Através da espectroscopia ndo foi possivel concluir se a amostra
é formada por HA contendo grupamentos HPO,* em substituicdo a grupos PO,* ou
se a amostra é formada por CaHPO, (DCP) ou por CaHPQO,.2H,0 (DCPD). A analise
por DRX, por sua vez, revelou que a amostra é composta por DCP pouco cristalino
(Figura 18), podendo apresentar fases amorfas que fagam com que sua razdo Ca/P
seja maior que a esperada.

As amostras CL-1 e EO apresentam espectros na regido do infravermelho
semelhantes éntre si, nos quais podemos observar duas pequenas bandas nas

regides de 3580 e 650 cm™, que s&o atribuidas as vibragées do grupo OH" e indicam
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que estas amostras sdo constituidas de HA (Figuras 17). A confirmacgéo vem da
analise por DRX (Figura 18), cujos difratogramas apresentam picos largos, mas
melhor resolvidos com relag&o aos difratogramas das amostras ME-2 e ME-3.

As amostras CL-2 e EA também apresentam espectros similares entre si, nos
quais podemos observar uma pequena banda ou um ombro na regigo de 535 cm,
atribuida a vibrag&o de deformagéo O-P-O em HPO,* (Figura 17). O difratograma
destas amostras revela a presenga de um pico muito intenso, caracteristico de
DCPD, para as duas amostras, mas para a amostra EA também aparecem picos
pequenos caracteristicos de HA (Figura 18). No caso da amostra CL-2, a permeacao
do vapor de amdnia através do sistema pastoso durante a sintese deve ter ocorrido
de forma muito lenta, ndo tendo elevado o valor do pH do meio reacional o suficiente
para que o pK de formagéo de HA fosse alcangado, mas favorecendo a formagéo de
DCPD, em pH préximo ao neutro. No caso da amostra EA, o sistema continha
grande quéntidade de cicloexano, o que solidificou a mistura quando esta foi
resfriada a 2 °C. Isto impossibilitou a coalescéncia dos dominios aquosos contendo
arﬁbnia e os dominios contendo célcio e fosfato. Desta forma, acredita-se que a
formag&o do fosfato de céicio tenha ocorrido pela permeagéio do vapor de amoénia,
| como no caso da amostra CL-2, favorecendo a formag&o de DCPD. A presenca de
outra fase na amostra EA pode estar relacionada a fase segregada observada

durante a preparaggio do sistema.
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4.2.2.2. XANES de P

As amostras de fosfato de célcio, sintetizadas em sistemas organizados,
foram submetidas & espectroscopia XANES, por algumas delas apresentarem baixa
cristalinidade frente as técnicas de DRX e FTIR. Os espectros referentes as
amostras sintetizadas em sistemas organizados e das amostras utilizadas como
padrdes de fosfato de célcio sdo apresentados na Figura 19.

As amostras DCP, DCPD e HA foram sintetizadas pelo método da
precipitagdo direta e elas foram utilizadas como padrbes para a andlise por
apresentarem cristalinidade elevada frente a técnica de DRX. A utilizagdo de
padrbes de fosfato de calcio nesta analise deve-se ao fato de que néo existem, em
literatura, padrdes espectroscopicos estabelecidos.

Pode-se observar na Figura 19 que os espectros de XANES dos padrdes,
assim como das amostras, ndo apresentam nenhuma estrutura antes da borda de
absorgao; o méxfmo da borda ocotre na regidio de 2150, existe um ombro pés-borda
entre 2152 e 2156 e estruturas de ressonancia fracas acima de 2156 eV.

A borda de absorgdo é atribuida & transicdo do elétron 1s do P para um
~ estado eletrdnico de valéncia, formado pelo overlap dos orbitais sp®* do P e 2p do O
(tz;). A intensidade, a posi¢g8o em energia e a forma da borda de absorgéo estéo
~ relacionadas com o nimero de vizinhos e com o tamanho e simetria do poliedro de
coordenagdo em tormno do &tomo absorvedor. Ja as estruturas pés-borda
representam ressonancias que se originam ha interferéncia construtiva da fungso de

onda dos fotoelétrons que deixam o 4tomo absorvedor com as fun¢des de onda
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geradas pela dispersdo multipla com os atomos vizinhos. A posi¢do em energia

- destas estruturas é muito sensivel as distancias internucleares'™.

"B'N / 0BSJosqy op Spepisusiu;

2160 2180 2200 2140

2140

Energia / eV

Energia / eV

Figura 19: Espectros de XANES na borda K do P para os padrdes e para as

amostras de fosfato de célcio sintetizadas em sistemas organizados.
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Nosrespectros dos padrBes e amostras sintetizadas neste trabalho, pode-se
observar que as estruturas relatadas acima apresentam um deslocamento em
energia de seus maximos e também apresentam formas diferentes, visto se fratarem
de fosfatos de calcio que apresentam diferentes ambientes quimicos em torno do
atomo de fosforo. Na Tabela 5 s8o listados os valores de energia nos quais ocorrem
os maximos das eStmturas presentes nos espectros de XANES na borda K do P,

apresentados na Figura 19.

Tabela 5: Posigdes em energia, E, dos méaximos das estruturas de absorgdo de raios
X nos espectros XANES na borda K do P. Os termos entre parénteses referem-se as
estruturas indicadas nos espectros da Figura 19.

Material E(Borda)/eV E(A)/eV  E(B)/eV E(C)/ eV

DCP 2150,6 2153,1 2161,2 21664
DCPD 2150,4 2152,3 2160,9 21674

HA 2150,0 2152,6 2161,0 21671
ME-1 21500 2152,3 — 21674
ME-2 = 2150,6 2153,1 2161,8 2168,8
ME-3 2150,6 21563,2 2162,2 2168,5

RS 2150,0 2152,5 2161,0 2167,2
CL+1 2150,6 2152,8 2161,7 2167,6
CL-2 2150,6 2152,9 2161,6 2168,0

EA 2150,2 2152,6 2161,2 2167,6

EO 2150,4 2153,0 2161,8 2168,6
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O espectro da amostra ME-1 apresenta estruturas menos resoividas que os
demais fosfatos de calcio. Isto pode ser uma evidéncia de sua baixa cristalinidade,
mesmo frente a esta técnica, o que significa que poucos atomos de P que comp&em

-@ amostra apresentam seus vizinhos periodicamente distanciados. Como a borda de
absorg&o ocorre em 2150,0 eV, assim como o padréo de HA utilizado, pode-se dizer
que a amostra ME-1 é composta por HA pouco cristalina e, pela posigdo das
estruturas pds-borda, podemos supor que esta amostra apresenta DCPD como fase
secundaria.

Ja as amostras ME-2, CL-1 e EO apresentam estruturas semelhantes, tanto
com relagdo a localizagdio em energia quanto na forma das estruturas de
ressonancia. A borda de absorgiio destas amostras ocorre em 2150,5 eV e as
.estruturas pés-borda se apresentam como uma mistura dos espectros dos padries
de DCPD e HA. Esta semelhanga entre os espectros também se reflete no valor da
razéo Ca/P determinada por ICP/AES: 1,54, 1,49 ¢ 1,52 respectivamente, que sio
valores maiores que de DCPD (Ca/P = 1,00), mas menores que de HA (Ca/P =
1,67). No entén-to, os difratogramas de raios X destas amostras apresentam picos
caracteristicos de apenas uma das fases, podendo indicar que a fase secundaria se

| apresenta em sua forma amorfa, ndo sendo detectado por esta técnica.

A amostra ME-3 apresenta um espectro XANES semelhante ao das amostras
anteriores, diferindo apenas na forma e posicio da estrutura da segunda

ressonancia. Isto pode estar refletindo no elevado valor de Ca/P (1,77) encontrado
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para esta amostra, que pode estar relacionado a outro composto, cujo padrao néo foi
avaliado.

A amostra RS apresenta um espectro XANES no qual a borda de absorg&o
aparece intensa, na mesma regido da borda de HA, no entanto as estruturas pos-
borda aparecem menos resolvidas, com forma semelhante as estruturas do padréo
de DCP. Estes dados conferem com o difratograma de raios X desta amostra, que
apresenta picos caracteristicos de HA e DCP e com o valor da razdo Ca/P
determinado para a amostra (Ca/P = 1,38).

A amostra EA apresenta borda de absorgéo e estruturas de ressonéncia que
se ajustam aos padrées de HA e DCPD, resultando, desta forma, em um valor de
Ca/P intermediario, como o determinado por ICP/AES (1,38).

Por fim, a amostra CL-2 apresenta uma mistura de fases que podem ser
ajustadas aos espectros de DCPD e DCP.

Em quase todos os casos, as estruturas B e C ndo se apresentaram nas
mesmas posigdes de energia que nenhum dos padrdes utilizados. Isto pode indicar
uma mistura de fases que apresentem distancias entre os atomos de P e O
 diferentes, ndo sendo possivel identificar uma Unica fase, ou mesmo a presenga de

fases diferentes daquelas assumidas como padrdes.

4.2.2.3. Andlises Térmicas

A presenca de compostos orgénicos nas amostras tambem foi verificada

submetendo as amostras a analise termogravimétrica e a andlise térmica diferencial.
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Figura 20: Curvas termogravimétricas das amostras de fosfato de calcio.

Podemos observar em todas as curvas termogravimétricas da Figura 20, a
perda de massa relativa a agua adsorvida, até aproximadamente 120 °C. Para as
amostras CL-2 e EA, suas curvas indicam uma perda significativa de massa a uma
temperatura préxima de 200 °C, equivalente a perda das aguas de hidratacdo da

fase CaHPO,.2H,0. Pode-se observar que a amostra CL-2 apresenta uma perda de
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massa maior nesta etapa, ou seja, ha maior quantidade de DCPD na amostra CL-2,
o que estaria em concordancia com 0s valores de Ca/P determinados para estas
amostras, indicando que CL-2 (Ca/P = 1,23) apresenta uma fase menos rica em
calcio proporcionaimente maior que a amostra EA (Ca/P = 1,38).

A perda de 4gua de hidratagéo destas amostras também pode ser observada
nas curvas de analise térmica diferencial da Figura 21, onde estes processos
aparecem como eventos endotérmicos.

Em torno de 270 °C, pode-se observar em algumas curvas de DTA da Figura
21, um pequeno evento exotérmico que pode ser atribuido a decomposic¢Zo de sais
de NO; P9 A perda de massa das amostras em torno desta temperatura ocorre de
forma discreta, sendo possivel verificar que as amostras que apresentam maior teor
de N avaliado por CHN apresentam o pico exotérmico nas suas curvas de DTA,
assim como perdas de massa discretas, mas visfveis, em suas curvas térmicas de
TGA; as quais $do proporcionais & perda de NO,

Entre 300 e 500 °C, pode-se observar perda de massa em todas as curvas
termogravimétriéas da Figura 20, sendo que a quantidade de matéria perdida varia
de amostra para amostra. Este evenio esta relacionado 2 decomposigéo dos
compostos organicos utilizados nos sistemas de sintese e gue ficaram aderidos aos |
materiais. No entanto, andlise elementar de carbono das amostras indicou teores
que, _co_nsiderando—se apenas a presenca de Renex-1 00® (composto orgénico
: -utilizad§ que apresenta maior peso molecular), ficaram muito abaixo da quantidade

de matérié perdida nesta faixa de aquecimento, durante a andlise térmica. Com isso
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e levando-se em consideragdo que a caracterizagdo dos materiais revelou a
presenca de uma fase composta por DCPD em todas as amostras, acredita-se que
esta fase sofra perdas sucessivas de agua, levando a formagéo de pirofosfato de

célcio, Ca,P,0;, nesta faixa de temperatura.
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Figura 21: Curvas de andlise térmica diferencial das amostras de fosfato de caicio.
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Pode-se Qériﬁcar que as amostras que apresentam menor teor deCedeN
avaliados por CHN (CL-1, EO e ME) sofrem menor perda de massa na regido de 200
‘a 500 °C, indicando, portanto, a eliminagdo destas espécies quando as amostras sdo
aquecidas a estas temperaturas.

Em todos os casos, também é possivel observar um pequeno evento
endotérmico em torno de 750 °C nas curvas de DTA da Figura 21, associado &
perda de massa nas curvas de TGA da Figura 20. Este evento pode ser atribuido a
perda de CO,* na forma de CO,™.

Como as amostras apresentam grande qugntidade de variaveis que definem

‘suas composigdes, como a presenga de impurezas orgénicas, de carbonatos, de
nitratos e de diferentes fases, torna-se improvavel a atribuigéo precisa das perdas de

" massa que ocorrem durante a analise térmica.

4.2.3. Caracterg’zag:do do tamanho das particulas e drea superficial

Os materiais obtidos apresentam areas superficiais que variam entre 46 a 150
m?/g. Estes valores estdo intimamente relacionados com o didmetro médio das
particulas que compdem 0s fosfatos de calcio. Quanto menor o tamanho das
particulas, maior a area, como pode ser observado na Tabela 6. As medidas de
diametro médic das particulas foram feitas por espalhamento de luz dinamico (EL.D)
e por mic':r'o.s_copia eletrdnica de transmissdo (MET), preparando as amostras por
suspenséo em alcool iéoprop!lico e submetendo-as ao ultra-som por 20 min para

desagregar as particulas.



Resultados e Discussbes 77

Tabela 6: Valores de area superficial por BET, didmetro médio de aglomerado de
particulas por ELD e tamanho de particulas por MET.

Amostra A,/ mig"’ D® / nm D®/nm
(por BET) (porELD) (por MET)
ME-1 - 136 94 5-30
ME-2 118 128 25
ME-3 147 1563 35
RS 87 260 30-50
CL-1 46 457 175
CL-2 75 871 120
EA 96 210 20
EO 92 140 60
HA 55 75 —

© Diametro médio da menor populagio determinada por ELD,
considerando particulas esféricas.

® Tamanho médio da dimensdo de maior valor de uma particula
avaliada, por MET.

Pode-se observar a concordancia entre os valores de 4rea superficial e de
didmetro médio das particulas. No entanto, todas as amostras apresentaram
didmetro médio de particulas por ELD superiores ao tamanho das particulas avaliado
por MET. Isto se deve ao fato de que os fosfatos de calcio tém grande tendéncia a
- aglomeragéio, fazendo com que as medidas de ELD e também de &rea superficial
sejam obtidas em relacdio a aglomerados de particulas e ndo em relagdo as
particulas isoladas. Além disso, compostos orgénicos foram detectados na maioria

das amostras, como verificado por CHN, indicando que, mesmo ap6s a extragdo em
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soxhlet, Renex-100%, hexanol e cicloexano permaneciam aderidos aos materiais,

fazendo com que a area superficial avaliada para eles fosse menor que a real.

A Figura 22 mostra a distribuicio de tamanho de aglomerados obtidos por
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Figura 22: Histograma de distribuigdo de tamanho de particulas, determinado por
'ELD, para as amostras de fosfato de calcio sintetizadas (Continua).
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Figura 22: Histograma de distribui¢io de tamanho de particulas, determinado por

ELD, para as amostras de fosfato de célcio sintetizadas.

4.2.4. Caracterizacdo morfolégica

Para a andlise por microscopia eletrdnica de varredura, as amostras foram

preparadas fazendo-as passar através de peneiras de 5 ou 20 ym de malha, para

que se pudesse observar apenas pequenos aglomerados. As Figuras 23 a 27

~ apresentam as micrografias eletrdnicas de varredura para as amostras ME-1, RS,

CL-2, EA e EO.
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Figura 23: MEV da amostra ME-1. Figura 24: MEV da amostra RS.
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Figura 25: MEV da amos
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tra CL-2. Figura 26: MEV da amostra EA.
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Figura 27: MEV da amostra EO.
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Nestas Figuras, observa-se aglomerados de particulas, as quais apresentam
morfologias de baixa resolugdo, ndo sendo possivel identificar diferencas
significativas entre elas. As amostras ME-1 e EQ apresentam a superficie dos
aglomerados como se fossem formados por varias particulas arredondadas. A
amostra RS apresenta a superficie do aglomerado mais lisa, porém, pode-se
observar nas bordas do aglomerado, a presenga de estruturas pouco densas e sem
forma definida.

A amostra CL-2 apresenta aglomerado de particulas com padréo filamentar,
como algodéo doce. Por fim, a amostra EA apresenta uma estrutura densa sob um
aglomerado de particulas arredondadas.

A analise por MEV permite apenas a observacéo de aglomerados de
part.iculas, sem a possibilidade de resolugdo destas dltimas, devido a grande
aglomerac¢do das particulas, mas pode-se inferir que as particulas que compdem 0s
mate.riais apresentam tamanho reduzido, tais que n&o permitam a resolug¢io de suas
morfologias.

Apenas como ilustragdo e comparag¢io, MEV dos fosfatos de calcio utilizados
como padrdes na andlise de XANES foi realizada e as micrografias relativas a elas

.80 apresentadas nas Figurés 28 a 30. Pode-se observar que, mesmo a amostra de
HA padréo, cuja micrografia € mostrada na Figura 30 mostra um aglomerado de
particulas de pequenas dimensdes, apresenta uma maior resolugdo, indicando

partiéulas mais cristalinas que as amostras obtidas em sistemas organizados. Pode-
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se observar que cada amostra padrdo apresenta particulas de diferentes

morfologias.

Py s oy |
e T :ui‘-.i s S A &

Figura 28: MEV da amostra DCPD.

Figura 30: MEV da amostra HA.

Para a andlise por microscopia eletrénica de transmissao, as amostras
também foram suspensas em alcool isopropilico e submetidas ao ultra-som para
garantir que as particulas fossem desagregadas. Ao contrario das micrografias
obtidas por MEV, andlise por MET revela a morfologia das particulas que compdem

as amostras, mesmo quando temos aglomerados de particulas. Podemos observar



Resultados e Discussées 83

comparando as micrografias das Figuras 31-38 com os dados da Tabela 6, que as
amostras que apresentam maior aglomeragdo de particulas também apresentam
menor area superficial @ maior didametro médio de particulas por ELD.

As micrografias das amostras sintetizadas em sistemas organizados mostram
a variedade de formas e tamanhos das particulas, mesmo quando trabalhando na
mesma regido de composi¢do do sistema. As amostras obtidas em microemulsao
apresentam particulas com dimensdes abaixo de 100 nm e diferentes morfologias. A
amostra ME-1 apresenta particulas esféricas de 5 a 30 nm de didmetro, levemente
aglomeradas, mas ainda sendo possivel visualizar algumas particulas isoladas (no
canto superior direito da Figura 31), que apresentam uma casca mais densa que seu

interior. Devido a estas caracteristicas, o aglomerado de particulas que foi analisado

por MEV apresenta-se com bordas arredondadas e pouco resolvidas.

e il

Figura 31: MET da amostra ME-1.

A amostra ME-2 apresenta particulas alongadas, com extremidades

arredondadas, de 10 a 90 nm de comprimento por 10 nm de largura. A amostra ME-3
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apresenta-se como pequenas agulhas de 30 a 200 nm de comprimento. Estas
indicacdes podem ser visualizadas nas Figuras 31-33, nas quais podemos observar
que existem particulas dispersas e também aglomeradas. Com excecdo da amostra
ME-3 que apresenta agulhas de diferentes comprimentos, as amostras ME-1 e ME-2
apresentam tamanho de particulas dentro de uma faixa estreita, principalmente a
amostra ME-1, sendo esta uma das propriedades interessantes do sistema de
microemulsdo: a possibilidade de obter particulas de dimensdes homogéneas.
Tomando-se este parametro por base, podemos dizer que o método de sintese da
amostra ME-1 foi o mais eficiente entre todos 0s métodos empregados nas sinteses

de fosfatos de calcio.

Figura 32: MET da amostra ME-2. Figura 33: MET da amostra ME-3.

A importancia do uso do co-surfactante nesta microemulsdo pode ser inferida
de acordo com a morfologia das particulas. No caso das amostras ME-1 e ME-2, foi
utilizado o hexanol para auxiliar a surfactagdo, isto €, para diminuir a tensdo

interfacial do sistema. Isto deve fazer com que as moléculas de hexanol se
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acomodem entre as moléculas de Renex-100° na interface do microrreator,
repelindo suas caudas hidrofébicas e fazendo com que os microrreatores
apresentem uma forma mais arredondada. A ag&o do co-surfactante resultou em
particulas arredondadas, cujo crescimento deve ter sido controlado pelo tamanho e
pela forma dos microrreatores.

No caso da amostra ME-1, os sistemas S1 e S2 de sintese constituiam-se de
microemulsdes, podendo-se garantir a forma e o tamanho dos microrreatores. Para a
amostra ME-2 esta garantia néio pode ser dada, pois 0s precursores agquosos foram
adicionados ao mesmo sistema, recaindo na guestao inicial deste trabalho, na qual
nio se sabia se a transiucidez verificada ap6s a adigdo do segundo precursor
referia-se apenas a formagao de fosfato de caicio nanomeétrico ou a desestabilizagao
do sistema' de microemulsdo. No caso da amostra ME-3, que foi sintetizada
empregando dois sistemas de microemulsao, como a amostra ME-1, porém sem a
utilizagao de co-surfactante, a interface dos microrreatores, composta apenas pelas
moléculas de Renex-100%, nao deve ter sido suficiente para dar forma arredondada
aos microdominios, resultando nas particulas alongadas e finas.

A Figura 34 mostra a micrografia da amostra RS, na qual podemos observar
que a amostra aparenta ser formada por filmes finos enrolados, o que vem confirmar
a hipotese do sistema de sintese representar uma microemulsdo bicontinua. A
amostra apresenta-se com regides muito densas, como se varios filmes estivessem
sobrepostos. Neste caso, o tamanho médio de particulas, apresentado na Tabela 6

indica o tamanho médic destes aglomerados de filmes.
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Figura 34: MET da amostra RS.

Com base nas micrografias acima, podemos dizer que o sistema utilizado
para sintetizar a amostra ME-1 era composta por microdominios esféricos, o que
torna o tratamento matematico das medidas de espalhamento de |luz para este
sistema adequado. Ja o sistema da amostra RS era composto por microdominios
lamelares, o que justifica a forma de filme fino e a impossibilidade de medida dos
dominios aquosos por espalhamento de luz.

As amostras obtidas em sistema de cristal liquido apresentam forma
alongada, semelhante a amostra ME-3, no entanto as particulas apresentam maior
comprimento e aglomeragdo, como pode ser observado nas Figuras 35 e 36,
diferentemente da amostra obtida em microemulsdo que apresentava particulas
dispersas. A maior aglomeracéo das particulas das amostras CL-1 e CL-2 resultou
em valores de didmetro médio de particulas, obtido por ELD, elevados e area

superficial menor.
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Figura 35: MET da amostra CL-1. Figura 36: MET da amostra CL-2.

L

A amostra obtida em emulsdo agua-em-6leo apresentou-se disforme. Em
algumas regides de amostragem, as particulas aparentavam ser alongadas com
extremidade arredondada, em outras regides aparentava ser um filme fino e em
outras regides aparentava ser agulhas, como mostra a Figura 37. Esta variedade de
formas pode estar associada a fase segregada, formada durante o preparo do
sistema de sintese e que também puderam ser observadas por MEV. As particulas
desta amostra apresentam-se aglomeradas, o que justifica o elevado valor de
diametro médio de particulas determinado por ELD. A elevada area superficial
(préxima de 100 m%g) pode ser justificada pelo fato de, em algumas regides de
amostragem, os aglomerados de particulas aparentarem certa porosidade, o que
pode elevar a area superficial, mesmo em se tratando de grandes aglomerados de

particulas.
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Figura 37: MET da amostra EA. Figura 38: MET da amostra EO.

A amostra EO apresenta particulas alongadas e microporosas, que aparecem
dispersas € em pequenos aglomerados, como pode ser observado na Figura 38.
Estas caracteristicas fazem com que a area superficial seja razoavelmente elevada
devido & dispersdo e microporosidade e o diametro médio de particulas obtido por
ELD tenha a mesma ordem de grandeza que das amostras ME-2 e ME-3, além de
apresentar aglomerados de particulas caracterizados por MEV com baixa resolugao
de forma, mas com contornos arredondados.

Portanto, comparando-se as micrografias com 0s valores de diametro médio
de particulas obtido por ELD, podemos dizer que as medidas de ELD representam o
tamanho médio de aglomerados de particulas e nao de particulas isoladas, o que
indica uma grande concordancia entre as duas técnicas. Além disso, as
discordancias entre os valores de area superficial e diametro médio de particulas
também foram justificadas com base nas observacées feitas por MET.

Com base nos resultados avaliados até este ponto, podemos dizer que a

regido de microemuls@o confere um ambiente mais adequado para a mimetizagao da
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osteogé'nese, se levarmos em consideracdo o fato de que a etapa inicial deste
processo ocorre dentro de membranas que limitam o crescimento e a forma das
particulas da fase inorganica dos ossos, que passardo por um processo de
remodelamento continuo. A regido de microemuls@io permite a obtencdo de
particulas de dimensdes homogéneas e nanométricas que podem mimetizar os
fosfatos de calcio na sua fase inicial da osteogénese, induzindo a formagéo de osso
jovem e o seu remodelamento.

No entanto, as amostras obtidas em regido de microemuls&o apresentaram
tamanhos e formas diferentes, sendo a amostra ME-1 aquela que melhor se
prestaria & mimetizagio da fase inorganica dos o0ssos em sua fase inicial de
formacgdo, por apresentar particulas esféricas e dentro de uma faixa estreita de
diametro (entre 5 a 30 nm). As amostras ME-2 e ME-3, por sua vez, apresentaram
particulas mais alongadas, de dimensfes maiores e dentro de uma faixa mais
dispersa de tamanhos. Portanto, ndo apenas a regido de sintese deve ser
considerada para a obtengéo de particulas que se assemelham aquelas da fase
inicial do processo de formacéo 6ssea, como também a forma como ¢ sistema de
sintese é preparado. Deve-se utilizar dois sistemas diferentes, cada qual contendo
- um dos precursores da sintese, garantindo que os sistemas iniciais se compdem de
‘microemusdes (como indicado na Figura 5, esquema a), além da necessidade de
utilizagéo de co-surfactante.

. Com relagao a morfologia, acredita-se que particulas com forma de agulha,

como as amostras ME-3, CL-1, CL-2 e EA, podem induzir uma resposta inflamatéria



90 - ' Resultados e Discussées

no organismo, visto que muitos processos bioldgicos, como calcificacbes

patolégicas, apresentam formagdes deste tipo®.

4.2.5. Potencial de interface

No presente trabalho, eletrodos construidos com fosfatos de célcio de
diferentes composigdes e, portanto, de diferentes solubilidades, porém
apresentando elevada area supefficial devido ao tamanho reduzido de suas
particulas, foram avaliados com relagéo ao potencial desenvolvido na interface de
solugbes aquosas de diferentes concentragdes de fosfato, mantendo fixas a
temperatura e a forga idnica. Observou-se que todos eles respondem rapidamente
quando se introduz o eletrodo nas solugdes, tendo seu potencial estabilizado em
curto espago de tempo. Eletrodos confeccionados com material obtido por
precipitagﬁd direta, também sem tratamento térmico, néo responderam rapidamente,
levando mais tempo para ter seu potencial estabilizado. Esta diferenga de
comportamento pode ser atribuida a area superficial das amostras. Os materiais
obtidos por precibitaqéo direta apresentam A menor que 50 m/g, enquanto os
materiais obtidos em sistemas organizados apresentam A, maior que 50 m/g, o
pode indicar um maior contato do fluido com as particulas.

Este estudo do comportamento dos eletrodos de fosfatos de calcio nos sugere
que, em pH 6, o fator que governa o potencial de interface é a area superficial dos
materiais.‘ Pode-se observar na Figura 39 que ME-1 e EO apresentam menor

potencial de interface, sendo suas areas superficiais iguais a 136 e 92 mi/g,
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respectivamente. J& as amostras CL-2, RS e EA apresentam areas superficiais

equivalentes a 75, 87 e 96 m?/g, respectivamente. Além disso, as amostras

aparentemente se agruparam com relagdo a razo molar Ca/P, podendo-se observar

que amostras que apresentam valores proximos de Ca/P apresentaram

comportamento semelhante, tanto em PH 6 quanto em pH 7, com excecao da

amostra RS que, em solugdes de fosfato em PH 7 apresentou os maiores valores de

potencial de interface. Neste valor de pH, aparentemente predominou a razdo Ca/P

para as amostras, isto €, quanto menor o valor Ca/P da amostra, menor seu

potencial de interface.
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Figura 39: Potenciais de interface médios para os eletrodos de fosfatos de calcio,

em solugbes aquosas de fosfato.

Se considerarmos que os potenciais determinados para os eletrodos de

fosfato de calcio estso relacionados & solubilizagdo dos materiais, podemos inferir

que em pH 7, independentemente da concentragdo de fosfato na solugso testada,
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materiéis que apresentam menor fragdo de célcio com relago a fosfato sdo mais
so.laveis, enquanto que em pH 8, os materiais que apresentam maior solubilidade
sdo aqueles que apresentam maior area superficial.

Disto conclui-se que, quando em processc de regeneragéo, o pH local do
meio diminui, tendo a solubilidade dos materiais afetada principalmente pela
disponibilidade superficial dos fosfatos de célcio, 0 que indica uma maior froca

~ iBnica com o meio.

4.2.6. Estudo in vivo

Um estudo preliminar foi realizado in vivo, implantando alguns dos materiais
em musculo de ratos Wistar, para verificar a capacidade osteoindutora destes
materiéis. ‘Trabalhos recentes relatam a importancia da microestrutura de corpos
ceramicos utilizados em implantes, em detrimento a importancia quase exclusiva
dada a macroporosidade necessdria para a vascularizagdo sangliinea e
- consequente crescimento 6sseol*?*,

Para avaliar‘ se os materiais sintetizados em sistemas organizados
apresentavam biocompatibilidade ou até mesmo se poderiam induzir a formagao
6sse'a.’ amostras de ME-1 e RS féram implantadas na forma de pd levemente.
compactado e n&o submetidas a extragéo por acetona quente, em musculos de ratos
Wistar. Apesar deste procedimento ndo ser padronizado, esperava-ée apenas
avaliar uma 'possivel resposta positiva destes materiais. Como a regido de implante

escolhida ndo possui células de crescimento 6sseo, visto ser o masculo um tecido



Resultados e Discussoes 93

mole, a capacidade osteoindutora, isto &, a capacidade de induzir a formagéo de
0sso poderia ser avaliada. O mesmo animal foi utilizado para avaliar os diferentes
materiais, utilizando diferentes locais para a implantagao.

Até 16 semanas apds o implante, ndo foi observada a presenca de células
Osseas em nenhum dos casos, o que indica que estes materiais ndo foram capazes
de induzir o crescimento de osso. Este fato pode estar relacionado a presenca dos
compostos organicos utilizados nos sistemas de sintese e que nao foram
previamente eliminados, pois eles poderiam estar obstruindo os poros e os vaos
entre as particulas. Por outro lado, nenhum deles provocou um processo inflamatério

representativo, o que também indica que estes materiais sao biocompativeis.

Figura 40: Regido de implante de ME-1, 16 semanas apos cirurgia. Granulos de
ME-1 cercados por células semelhantes a fibroblastos (Fb), presenc¢a de vaso

sangtiineo (VS) e de tecido conectivo (TC) entre os musculos.
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Como os materiais foram implantados na forma de pé compactado, muitas
particulas foram carregadas ou dissolvidas no fluido biolégico. Apds 16 semanas de
implante, pode-se observar a presenca de alguns aglomerados de particulas nos
locais dos implantes, cercadas por camadas de células semelhantes a fibroblastos,
que tendem a isolar o corpo estranho, como pode ser observado nas Figuras 40 e
41. A presenca destas células semelhantes a fibroblastos pode estar relacionada
ndo apenas a presenca dos fosfatos de célcio na regido do musculo, mas também a
presenca dos compostos organicos utilizados na sintese dos materiais e que nao
foram submetidos a extracdo antes do implante. Estes, sem ddvida alguma,

representam compostos estranhos ao organismo.

Figura 41: Regido de implante de RS, 16 semanas ap6s cirurgia. Granulos de RS

cercados por células semelhantes a fibroblastos (Fb) e por fibra muscular (Fm).
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De acordo com estes resuitados, pode-se garantir apenas que os materiais
implantados em mdsculos de ratos n&o oferecem nenhum tipo de rejeicio (mesmo
impreganados de surfactante), podendo ser considerados materiais inertes ao
organismo, isto &, materiais que n3o induzem nenhuma resposta biolégica
(osteoindugéio ou rejeigdo). Para uma avaliagio mais rigorosa do comportamento
dos fosfatos de célcio sintetizados em ambientes confinados, torna-se necessério
extrair os compostos organicos antes da implantagao para, entso, podermos verificar
se as propriedades caracterizadas para estes materiais podem ou n&o levar ao
aprimoramento da resposta destes implantes no organismo € até a possivel

osteoindugao.
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F. Conrelicices e I

Fosfatos de célcio foram sintetizados em sistemas confinados formados por
Renex-1 00®/hexanol/cicloexano/brine. Utilizando sistemas do tipo microemulséo
reversa, cristal liquido e emulsGes normais e reversas, obteve-se particulas de
dimensdes r_nanométﬁcas, com elevada area superficial e com diferentes morfologias.

Considerando-se que a fase inicial da osteogénese ocorre dentro de
membranas que limitam a forma e o tamanho das particulas ali formadas, a amostra
| ME-1 foi a que mais se assemelhou ao fosfato de célcio da fase inorginica dos
ossos. Esta émostra foi obtida em regifio de microemulsdo reversa, utilizando dois
siste_mas de microemuls&o, cada um contendo um dos precursores de fosfato de
célcio em soluggio aquosa. A mistura destes sistemas resultou em regites aquosas

segregadas, cujos formatos se aproximaram do esférico e cujas dimensSes se
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apresentaram dentro de uma faixa estreita de tamanhos na escala nanomeétrica,
mimetizando o ambiente confinado proporcionado pelas membranas biolégicas.
Como resultado, a amostra ME-1 apresentou particulas esféricas de 5 a 30 nm, area
superficial de 136 m?/g e baixa cristalinidade.

Apos serem formadas dentro das membranas, 0s fosfatos de célcid biolégicos
so eliminados e passam a sofrer continuo processo de remodelamento, isto é, de
dissolugdo e formagaio do osso, utilizando o fluido biolégico como meio. Espera-se,
desta forma,. que a amostra ME-1, se implantada no organismo, possa sofrer o
mesmo mecanismo de remodelamento e mimetizar c comportamento dos fosfatos de
calcio sintetizados dentro das membranas bioldgicas.

Além dos aspectos miméticos apontados para a amostra ME-1 e seu sistema
de sintese, o tamanho reduzido das particuias de todas as amostras sintetizadas
também resultou em areas superficiais elevadas, sendo que esta caracteristica deve
apresentar importante fungéo durante um processo de recuperagdo 6ssea, visto que
a interagsio com os compostos presentes no fluido biologico serd acentuada. Esta
interagdo pdde ser averiguada através do estudo do comportamento do potencial de
interface dos életrodos construidos com os materiais sintetizados, indicando uma
_ grande érea de contato e de troca idnica entre os fosfatos de célcio e solugdes de
diferentés concentragbes de fosfato, que apresentaram resposta mais rapida que os
eletrodos de HA sintetizado por precipitagdo direta. Além disso, verificou-se uma
relagdo entre pH da solugéio e composigéo ou area superﬁcial do fosfato de calcio,
indicando que em pH 7, tanto menor o potencial de interfacg quanto menor for a

composigio do material em termos de razéo molar Ca/P, enquanto em pH 6, menor
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o potehcia! de interface para os materiais que apresentam maior area superficial.
Como os processos inflamatérios, como a regeneragéo de uma fratura, ocorrem apts
~ a redug&o do pH do meio local, podemos concluir que a maior area superficial das
particulas pode melhorar a resposta deste tipo de material quando implantado no
organismo.
Por fim, algumas sugestdes de trabalhos futuros podem ser propostas:
1. Estudo dos mecanismos e da cinética de dissolugéo dos fosfatos de célcio em
‘solugBes aquosas, incluindo solugBes que simulem o fluido bioldgico;

2. Estudo do potencial de interface em solugSes aquosas e solugbes que
simulem o fluido bioldgico, relacionando com o processo de dissolugio dos
fosfatos de calcio;

3. Estudo do comportamento in vivo, incluindo uma possivel resposta
osteoindutora. Este estudo deve ser realizado com critério e rigor, devendo-se
eliminar os compostos orgéanicos remanescentes dos sistemas de sintese em
ambientes conﬂnad?s;

4. Estudo da inﬂuéncia da morfologia das particulas sobre o comportamento in
vivo dos materiais, visto que muitas calcificagbes apresentam formacSes de

particulas na forma de agulhas.
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