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RESUMO

SINTESE E PROPRIEDADES DE ALUMOXANOS: MODIFICACOES DE
SUPERFICIE E APLICACOES

Alumoxanos sdao materiais cujos cernes sao idénticos aos da alumina, constituidos por
ligacbes do tipo AI-O-Al e grupos pendentes como alquil, aril, haletos ou quaisquer
grupos funcionais ligados aos atomos de aluminio. As primeiras sinteses desses
compostos envolviam as reagbes de organoaluminios com agua, ou com compostos
contendo oxigénio. Nesse trabalho de mestrado, a sintese de alumoxanos foi realizada
a partir da reacdo da superficie sélida de Oxidos e oxihidroxidos de aluminio com
solucdes cujos solutos deram origem aos grupos pendentes. Os alumoxanos obtidos
por essa rota de sintese, as quais 0os reagentes que originaram os grupos pendentes
eram acidos carboxilicos sdo denominados alumoxanos carboxilatos. A modificagdo da
superficie de um 6xido de aluminio, como a alumina, por exemplo, com um &cido
carboxilico altera significativamente as suas propriedades quimicas, mantendo-se as
suas propriedades mecanicas. Nesse trabalho, foram sintetizados os alumoxanos
benzoato, oxalato, vinil-acetato, succinato e adipato. Com o sucesso das sinteses,
algumas aplicacbes para os produtos formados puderam ser investigadas, como o
estudo da energia superficial do alumoxano benzoato através de medidas de angulo de
contato e a biocompatibilidade apresentada pelos alumoxanos sintetizados a partir de
acidos dicarboxilicos. As aluminas cujas superficies foram modificadas pela reagcao com
acido benzdico, resultando na formacdo do alumoxano benzoato, mostraram um
expressivo aumento de hidrofobicidade, indicado pelo angulo de contato dessas
superficies com agua de cerca de 70°. As aluminas cujas superficies foram modificadas
pela reagdo com &cidos dicarboxilicos, resultando na formagéo de alumoxano oxalato,
succinato e adipato, foram analisadas segundo o teste de imersdao em SBF, quanto a
potencialidade de uso como bioceramicas biocompativeis. Apenas o alumoxano oxalato
apresentou resultados satisfatérios, ocorrendo uma intensa precipitacdo de fosfato de
célcio na superficie desse material, o que possibilitou a realizacdo de experimentos de
adesao celular e testes in vivo para esse alumoxano. Os resultados desses
experimentos foram concordantes com o teste de imersdo em SBF, indicando uma forte

possibilidade de uso do alumoxano oxalato como biomaterial.
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ABSTRACT

SYNTHESIS AND PROPERTIES OF ALUMOXANES: SURFACE
MODIFICATIONS AND APPLICATIONS

Alumoxanes are materials which their cores are identical to alumina’s core, consisting of
an Al-O-Al backbone with a variety of pendant groups, such as alkyl, aryl, halides or any
functional groups bonded with aluminum atoms. The first synthesis of these compounds
had been made by reacting organoaluminum and water or other compounds cointaining
oxygen. In this mastering work, alumoxanes were synthesized by reactions between
solid surfaces from aluminum oxides or aluminum oxihydroxide and solutions which
solutes originated pendant groups. The alumoxanes made from this kind of synthesis
and which reactants were carboxylic acids are named carboxylatoalumoxanes. This
reaction causes drastic changes in chemical properties of an aluminum oxide, such as
alumina, but keeps its mechanical properties. In this work, benzoatoalumoxane,
oxalatoalumoxane, vinil-acetatoalumoxane, succinatoalumoxane and adipatoalumoxane
were synthesized. After the successful synthesis of these materials, some applications
involving alumoxanes were investigated. For example: the benzoatoalumoxane surface
energy, studied by contact angle experiments and the biocompatibility of alumoxanes
from dicarboxylic acids. The alumina’s surface modified by reaction with benzoic acid,
resulting in benzoatealumoxane, showed an expressive rise about its hydrofobicity. This
fact was supported by the contact angle around 70° between benzoatealumoxane
surface and a drop of water. The alumina’s surface which were modified by reaction with
dicarboxylic acids, resulting in oxalatoalumoxane, succinatoalumoxane and
adipatoalumoxane, were analyzed by SBF test, about using them as biocompatible
bioceramics. Among these materials, only oxalatoalumoxane had shown good results
because a lot of calcium phosphate crystals had been formed on its surface. Supported
by this result, this material could be tested in cell adhesion and in vivo tests. Their
results agreed with SBF test, showing a considerable possibility of using

oxalatoalumoxane as a biomaterial.
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Capitulo 1 Introducao 1
1. INTRODUCAO

1.1. Alumoxanos

Um dos objetivos das pesquisas envolvendo novos materiais ao longo dos anos
sempre foi a busca de novos compostos que apresentassem caracteristicas hibridas de
substancias orgéanicas e inorganicas, de modo a aproveitar as melhores caracteristicas
de um material inorganico, como a resisténcia a oxidacao, e as dos materiais organicos,
como flexibilidade, tenacidade e processabilidade. Dessa maneira, essas propriedades
poderiam ser moduladas através de diferentes composicoes dos materiais, dependendo
da finalidade desejada para o material sintetizado. Por exemplo: poder-se-ia sintetizar
um material hibrido a partir de um material originalmente inorganico modificando-se
apenas a sua superficie, tornando-a organica por intermédio de uma reagcao quimica,
conservando-se 0 cerne inorganico.

Essa busca relatada no paragrafo anterior permitiu que a linha de pesquisa
envolvendo materiais hibridos se ramificasse, em virtude de uma maior especializacdo
dos grupos de pesquisa ao redor do mundo. Entre esses grupos, nos dias atuais, pode-
se citar os que trabalham com os chamados metaloxanos, cujas estruturas basicas
consistem em ligacoes do tipo M-O-M (M = atomo de elemento metdlico). O nome
desses compostos € oriundo da analogia com as estruturas dos siloxanos, compostos
que possuem na sua estrutura ligagdes do tipo Si-O-Si com grupos organicos ligados
aos atomos de silicio. Entre as varias classes de metaloxanos existentes, a classe dos
alumoxanos merece destaque devido ao grande numero de trabalhos publicados
envolvendo o uso e aplicacdes desses compostos.

Sao definidos como alumoxanos os materiais oligoméricos, ou até mesmo
poliméricos, cujas estruturas moleculares correspondem a atomos de oxigénio ligados a
dois atomos de aluminio (Al-O-Al), e grupos pendentes, como por exemplo alquil, aril,
haletos ou quaisquer outros grupos funcionais, ligados aos atomos de aluminio dessa
estrutura [1]. Para ilustrar essa definicdo, na Figura 1.1 sdo mostradas as estruturas de
dois alomoxanos [2].
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2) iBu\Al‘I _iBu b) Et\All,Et
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Figura 1.1: Estrutura de dois alumoxanos: a) iBusAl,O (dimero). b) (EtzAl)20O (trimero).

Os primeiros trabalhos relativos aos alumoxanos provém do final dos anos 50 e
inicio dos 60. Nesses trabalhos de Colclough e colaboradores, alquil alumoxanos foram
utilizados como catalisadores na polimerizagdo de ep6xidos [3,4]. Ja na década de 80,
metil alumoxanos comecaram a ser aplicados como catalisadores de reacOes de
polimerizagédo de etileno e propileno [2].

Em relagdo a sintese dos alumoxanos, dois métodos foram muito utilizados
quando os estudos desses compostos comecaram. No primeiro deles, a formacao dos
alumoxanos ocorria através da reacao de organoaluminios com agua. No segundo, a
sintese ocorria através da reacao de organoaluminios com compostos que continham
atomos de oxigénio ligados ao a&tomo central da molécula.

No método de reagdo com agua, os procedimentos eram realizados de modo a
se diminuir a taxa de hidrolise dos organoaluminios, geralmente trabalhando-se a
baixas temperaturas, visto que esses materiais reagem violentamente com agua, sendo

hidrolisados a Al(OH)3, conforme mostra a Equagéao 1.1.

\
AL+ HO —— AL+  3RH (1.1)

Um exemplo da sintese a partir da reagcdo de organoaluminios com agua foi
reportado por Saegusa e colaboradores [5] utilizando-se o trietilaluminio como material
de partida em um sistema a 0°C. Devido a ter sido realizada a baixas temperaturas, a
reagdo ocorria de maneira controlada, representada pelo seguinte conjunto de

equacgoes:

CsHs OH

HsCo™ “CaHs AN
5Co oHs HsC» CoHs
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OH CaoHs HsCa. O. CoHs
+ Al Al

t CGHe (13

Al_ Al_ — >
HsCo™  “CoHs HsCo~ “CoHs HsCyo~ “CoHs

HsCo. O CaoHs HsCo.  O_ CoaHs (1.4)
Al AL +  HO —— Al Al +  CoHg '
H5CQ C2H5 H502/ OH

Em um artigo publicado por Pasynkiewicz [2] foi feita uma revisdo abrangente a
respeito das sinteses de alumoxanos pelo método da reagcdo de organoaluminios com
compostos contendo atomos de oxigénio. Entre os trabalhos por ele citados estdo o de
Boleslawski e Pasynkiewicz, que promoveram a rea¢ao de um alquilaluminio com 6xido

de chumbo, como mostra a Equagéo 1.5:

R RO

\ N SON L s

_Al__+ PbO —> Al A+ RgPb (1.5)
R R R R

e de Serwatowski, que obteve um alumoxano a partir da reacao do trietilaluminio com

tetraorganodiboroxano, conforme é mostrado na Equacao 1.6:

R @) R H5Cg\ /O\ /CQH5

B + 2(CoH5)3Al  ——» /Al AI\ + 2R-BCsH5 (16)
R R HsC2 C2Hs

com o grupo Rz podendo ser ou (CzHs)2 ou 1,5-ciclooctadienil.
1.2. Alumoxanos Carboxilatos

Os alumoxanos mostrados na sessao anterior necessitam de cuidados especiais
para as suas respectivas sinteses, como em relagdo aos seus reagentes
(organoaluminios sao facilmente hidrolisaveis) e as condigdes do meio reacional.
Porém, uma outra possibilidade para a obtencdo desses compostos envolve um
processo de sintese mais simples, que consiste na utilizacdo de um material sélido com
a sua superficie em contato com uma solucao cujo soluto sdo as moléculas a serem
inseridas como grupos pendentes.

Em 1995, Barron e colaboradores [1], da Rice University, reportaram um trabalho
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no qual a superficie da boemita, um mineral que é um oxihidroxido de aluminio, foi
modificada através de uma reagdo quimica com &cidos carboxilicos. Através desse
trabalho, abriu-se a perspectiva de se trabalhar com éxidos e 6xihidroxidos de aluminio
como materiais de partida para a formacao de alumoxanos ao invés de se utilizar os
compostos de aluminio com baixo peso molecular, como os citados no item 1.1, como
reagentes.

A vantagem da utilizacdo da boemita como precursor para a sintese de um
alumoxano consistia no fato que a estrutura desse material ja apresentava ligagées do
tipo AlI-O-Al. Com isso, era necessaria apenas a inser¢cao dos grupos pendentes a sua
estrutura. Para isso, foram utilizados acidos carboxilicos. Esses acidos podem reagir
com a superficie da boemita através de uma reagao acido-base, conforme é mostrado
na equagéo 1.7, em que ha a formagéo de uma ligacdo quimica entre o mineral e o

acido carboxilico. O produto dessa reagao € chamado de alumoxano carboxilato.
[AI(O)(OH)]n (supericie) + HO2CRsougaoy —> [AI(O)(O2CR)]h (superiicie) + H20 (1.7)

E necessario ressaltar que essa sintese é responsavel apenas pela modificagao
da superficie da boemita e que a Equacao 1.7 mostra apenas a equacao da reacao na
sua forma simplificada. Por essa razao é que é ha o indice n tanto no reagente sélido
quanto no produto formado. O cerne do 6xido de aluminio nao sofre alteracdo em
relacao a sua estrutura.

Entretanto, diferentemente do que é indicado pela Equagdo 1.7, nesse mesmo
trabalho dos pesquisadores da Rice University foi reportado que esse procedimento ndo
proveu como resultado uma superficie totalmente modificada pelos grupos carboxilatos,
uma vez que houve a presencga de grupos OH remanescentes da superficie original da
boemita apds a reagdo. Os autores, mesmo néo relatando de que maneira chegou-se a
essa conclusdo, propuseram a formula geral [Al(O)x(OH),(O2CR).], como representa¢do
da superficie de um alumoxano carboxilato.

Uma das principais contribuicbes do trabalho de Barron esta relacionada a
estrutura desses materiais, antes propostas como lineares ou ciclicas, anélogas aos
siloxanos. Segundo o modelo proposto por Barron, os alumoxanos sao estruturas
tridimensionais semelhantes a estrutura da Figura 1.2, que é analoga a da boemita. Ao
se compararem as estruturas da Figura 1.1 com a estrutura da Figura 1.2, percebe-se

que a diferenga estrutural esta no fato que as moléculas da Figura 1.1 possuem
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tamanho finito, sendo no maximo oligdmeros, enquanto que na Figura 1.2 é mostrado
que uma pequena parte da boemita € modificada, visto que ela é constituida de uma
cadeia de ligacoes Al-O-Al com grupos organicos pendentes na sua superficie.

R
o%o
O] -
~o N INo”
T O T.0.1.

Figura 1.2: Estrutura tridimensional simplificada de um alumoxano carboxilato

proveniente da reacao entre a superficie da boemita e um &cido carboxilico.

O grupo de pesquisa da Rice University detém o maior numero de publicacées
relacionadas ao assunto encontradas na literatura, visto que a area de aplicacdo dos
alumoxanos é bem ampla, dependendo do &cido carboxilico utilizado, e, portanto, da
estrutura dos grupos R, uma vez que as propriedades desses compostos variam
bastante de acido para acido utilizado na reacao quimica de modificacao de superficie.
Sendo assim, um resumo dos trabalhos de Barron contribuira para uma visdo mais
completa do desenvolvimento das pesquisas com esses compostos:

1997 - sintese de alumoxanos carboxilatos em agua a partir dos acidos
carboxilicos contendo grupos éter nas suas cadeias como os acidos metoxiacético,
metoxetoxiacétco e metoxietoxietoxiacético [6] com a obtencdo de alumoxanos com
uma relativa solubilidade em agua.

2000 — com o 4&cido p-hidroxibenzéico e com lisina, foram sintetizados
alumoxanos para atuar como carga de resinas epdxi, provendo grupos OH e NH,
respectivamente, a superficie da boemita para promover a abertura do anel da molécula
de éter diglicilico do bifenol A, que promove o processo de “cross-linking” no processo
de formagéo da resina [7].

2000 — utilizacdo de alumoxanos na impregnacao de tecidos de Kevlar e de fibra
de carbono [8]. Neste caso, o uso dos acidos bifuncionais (0os mesmos que foram
utilizados no trabalho de 1997) teve por objetivo explorar o aumento da molhabilidade
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causada pela presenca das cadeias polidxi que revestiram as nanoparticulas do
aluminoxano-carboxilato, resultando em uma melhor dispersdo e adesdo dessas
particulas sobre as fibras do tecido de Kevlar ou sobre as fibras de carbono.

2001 — preparagdo de membranas de alumina para ultrafiltragdo através da
termélise de alumoxanos carboxilatos. Para esse alumoxano, o acido carboxilico
utilizado foi o acido acético. Esse procedimento permitiu a obtencdo de membranas,
que além de possuirem tamanhos de poros compativeis com o de uma ultramembrana,
possuiam uma faixa muito estreita na distribuicado de tamanho de poros [9].

2001 — atuacdo como cocatalisador em polimerizagao de olefinas. Para isso,
foram utilizados t-butil metilalumoxanos contribuindo para a atuacao do catalisador, que
era um metaloceno de zircénio, de modo a ativa-lo para a polimerizacédo de etileno e
propileno [10].

2002 — reparagao de corpos ceramicos de alumina. Nesse trabalho, utilizou-se
boemita com superficie modificada com acido acético (alumoxano acetato) de modo
que ao se realizar um tratamento quimico com uma solug¢ao aquosa de 1% m/v desse
alumoxano em um corpo danificado de alumina, com a infiltracdo da solugcao no
material, seguido de tratamento térmico, houve um sensivel reparo dos corpos de
alumina [11], segundo os autores. Entretanto, chegou-se a essa conclusao apenas
analisando-se as micrografias eletrénicas de varredura da superficie dos corpos de
alumina antes e depois do procedimento.

Em trabalho recentemente publicado por Bertran e colaboradores [12], originado
de parte do trabalho desenvolvido nessa dissertacdo de mestrado, alumoxanos
carboxilatos mostraram-se materiais com potencial para serem utilizados como
biomateriais. Essa conclusdo deve-se aos excelentes resultados obtidos nos
experimentos de imersdo de discos de alumina com superficie modificada com um
acido dicarboxilico em fluido corpéreo simulado. Por conseguinte, esses resultados
poderdo impulsionar as pesquisas relacionadas a melhoria da biocompatibilidade de
préteses e implantes que tenham partes ou que sejam na sua totalidade constituidos de
alumina, os quais ja apresentam a dureza e a resisténcia tipicas desse material [13].

Pelo histoérico dos trabalhos envolvendo alumoxanos carboxilatos é exequivel o
emprego de diferentes 6xidos e oxihidroxidos de aluminio nas sinteses de alumoxanos
carboxilatos. A boemita, reagente provedor da estrutura contendo as ligagdes Al-O-Al
dos trabalhos de Barron pode ser preterida por outros 6xidos e oxihidroxidos de
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aluminio, como a alumina do trabalho de Bertran e colaboradores, descrito de maneira
resumida no paragrafo anterior. Essa afirmagcdo € sustentada pelo fato que a
modificacdo das superficies desses compostos de aluminio com acidos carboxilicos é
possivel desde que haja, ou que se possa formar, grupos OH nas suas superficies.
Sendo assim, conforme foi mostrado nos paragrafos anteriores, a reacdo com
diferentes acidos carboxilicos permite que materiais com propriedades diferentes sejam
obtidos, porém mantendo-se as caracteristicas mecanicas dos éxidos e oxihidroxidos
de aluminio, devido ao interior de suas estruturas nao apresentar mudancgas.

O principio exposto no paragrafo anterior € o sustentaculo para este trabalho.
Porém, antes de se expor 0s seus objetivos, alguns conceitos serdo abordados para

que o leitor se familiarize com o contexto no qual esse trabalho se encontra.
1.3. Conceitos
1.3.1. Angulo de Contato

Um liquido sobre uma superficie solida pode tanto se espalhar completamente
por ela, formando um filme fino, como também esse espalhamento pode ocorrer de
maneira limitada, permanecendo o liquido na superficie em equilibrio termodinamico
com a sua fase gasosa. Visualmente, esse equilibrio é perceptivel pela formagao de
uma gota na superficie do material sélido. A formacdo dessa gota permite que se
quantifique a interagéo interfacial do liquido com a superficie solida atraveés da medicao
do angulo entre essas duas fases, chamado de angulo de contato, como é mostrado na

Figura 1.3. vapor

/-HI_/_,, liquido \_\:%:\

solldo
Figura 1.3: Gota em uma superficie sélida formando um angulo de contato 6.

A literatura refere-se a esse comportamento do liquido na superficie de um sélido
através de um parametro denominado molhabilidade, que pode ser tanto da superficie
pelo liquido ou a capacidade de molhabilidade do liquido na superficie, dependendo do
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ponto de vista. A medida quantitativa desse processo € dada justamente pelo valor de
0, o angulo de contato. O valor desse angulo é resultado de um equilibrio de forcas,
conforme sera mostrado matematicamente mais adiante nesse mesmo item: as forcas
intermoleculares do liquido e a das tensdes interfaciais solido/liquido, liquido/vapor e
solido/vapor.

No caso do liquido que forma um filme uniforme na superficie (isto é, 8 = 0°) o
sélido é considerado como totalmente molhavel pelo liquido, ou considera-se que o
liquido molha completamente o sélido. Quando um angulo diferente de zero é formado,
ha controvérsias em relagio a descricido do sistema. Se um angulo € formado (6 > 0°)
alguns trabalhos descrevem o sélido como parcialmente molhado. Outros preferem
fazer uma distingdo baseada no valor do angulo de contato. Por exemplo, uma
superficie seria molhada se o angulo de contato medido estivesse entre 0° e 30°, entre
30° e 89° parciaimente molhada e acima de 90°, sem nenhuma molhabilidade.
Alternativamente, qualquer sistema com 0°<6<180° poderia ser parcialmente molhavel e
apenas para valores de 6 = 180° poder-se-ia considerar a auséncia de molhabilidade da
superficie.

O angulo de contato pode ser geometricamente definido como o angulo formado
pela interseccao dos planos tangentes as superficies sélida e liquida no perimetro de
contato entre as duas fases e a terceira fase que esta ao redor das duas primeiras.
Tipicamente, a terceira fase sera o ar ou vapor, embora haja sistemas nos quais essa
terceira fase pode ser um liquido imiscivel tanto a superficie sélida quanto a liquida [14].

Na literatura, o primeiro trabalho envolvendo angulo de contato foi publicado por
Tomas Young em 1805. Nesse trabalho, Young estabeleceu a relacdo matematica entre
o angulo de contato e as tensdes interfaciais envolvidas. A equagdo em que essa
relacdo é indicada (Equacdo 1.8) recebeu o nome de Equacdo de Young, em
homenagem ao trabalho desse pesquisador [15]:

c0s6 = (Gsy — GsL)/oLy (1.8)
com oy correspondendo a tensao interfacial. Portanto, osy corresponde a tensao
interfacial sélido/vapor; os. corresponde a tensao interfacial sélido/liquido e oLy
corresponde a tenséao interfacial liquido/vapor.

As tensbes interfaciais da Equacdo de Young podem também fornecer um

entendimento sobre a natureza quimica da superficie através da relagdo com
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grandezas termodinamicas como a energia livre de Gibbs (AG), sendo representada
nesse sistema pelo trabalho de adesao (W,). Esse trabalho é definido matematicamente
pela Equacéao 1.9:

- AG = A(osy + 6Ly — Gs) = W, (1.9)
sendo A a area da interface soélido/liquido.

Pela Equacao 1.9 é possivel perceber que uma diminuicdo na energia interfacial
sélido-liquido (os.) produz um aumento no trabalho de adesédo e consequientemente,
uma diminuicdo do valor de AG. O oposto ocorre para um aumento nos valores das
energias interfaciais entre a superficie solida e o ar (osy) e entre a superficie da gota e o
ar (oLy).

Substituindo-se a Equacdo 1.8 na Equacado 1.9, estabelece-se uma relacao
matematica entre o angulo de contato e o trabalho de adesao, mostrada na Equacéao
1.10.

-AG = W, = Aopy(1 + cos6) (1.10)

Através da Equacao 1.10 é possivel notar que o trabalho de adeséo sera maximo
quando o liquido se espalhar totalmente pela superficie, com 6 = 0 e cos6 = 1. O oposto
€ observado para superficies que apresentem auséncia de molhabilidade por um
liquido, com 8 = 180°, cos® =-1 e W, = 0.

A molhabilidade total da superficie é causada pela perfeita interacédo atrativa das
moléculas do liquido pelos grupos funcionais presentes na superficie sélida. Isso
significa que as forgas intermoleculares do liquido se equivalem as de adesado com as
moléculas da superficie do sdlido. Por outro lado, a total auséncia de molhabilidade da
superficie indica que a interacdo sdélido/liquido é desprezivel se comparada as
interacdes entre as moléculas do liquido, com a gota permanecendo como uma esfera
sobre a superficie.

Sendo assim, valores intermediarios de angulo de contato sao influenciados pelo
balanco entre as forcas dessas interacbes anteriormente citadas. Com isso, ao se
utilizar um liquido como a agua, é possivel verificar e estudar a modificacdo de uma
superficie através do angulo de contato quando essa modificagdo envolve uma
mudanga de polaridade e quantificar a variacdo no valor do trabalho de ades&o. Por
exemplo, pode haver a formacdo de uma gota de agua sobre uma superficie
originalmente hidrofilica, ou seja, que originalmente apresentava molhabilidade total por
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esse liquido, ao se adicionarem grupos hidrofébicos a essa superficie através de
reagbes quimicas. O angulo de contato resultante dependera da hidrofobicidade e do
grau de modificacao dessa superficie.

O angulo de contato é definido para um liquido depositado sob uma superficie
sélida polida. Entretanto, a rugosidade de uma superficie pode modificar o valor desse
angulo. Dessa maneira, tem-se um angulo de contato aparente, cujo valor é diferente
do angulo de contato real. Obviamente, poucas superficies solidas aproximam-se de um
perfil ideal, ou seja, perfeitamente lisas. Comumente sdo encontradas superficies
aparentemente polidas que apresentam rugosidade quando observadas em
microscopios. Essa rugosidade é expressa pelo fator de rugosidade (Rw), que se
relaciona com o angulo de contato da seguinte forma:

cos® = R, cos®’ (1.11)
sendo 6 o angulo de contato aparente e 6’ o angulo de contato real.

O fator de rugosidade é definido como a razao das areas das superficies real e
aparente. Superficies altamente polidas costumam apresentar Ry, = 1,5. Obviamente,
esse valor ira depender da topografia da superficie. Por exemplo, se a superficie
possuir poros, capilares, fendas ou outras estruturas que possuam caracteristicas
préprias em relagdo a molhabilidade e a penetragdo do liquido, o angulo de contato
aparente sera afetado por essas estruturas.

Pela Equagéo 1.11 é notdrio que se o angulo de contato real for menor que 90°
em uma superficie lisa, ele sera menor em uma superficie rugosa. Entretanto, o oposto
ocorrera se esse mesmo angulo for maior que 90°. Matematicamente, para 6 < 90°,
tem-se 0’ < 8 e para 6 > 90°, tem-se 0’ > 0 [14]. Resumidamente, o que foi dito na frase
anterior indica que a molhabilidade de um substrato sélido possui relagao direta com a
sua rugosidade. Dessa maneira, a rugosidade da superficie de um material pode ser
alterada de acordo com o interesse de aplicacdo. Para superficies hidrofilicas, um
aumento da rugosidade aumentaria ainda mais a molhabilidade do material. De maneira
oposta, para superficies hidrofébicas, o aumento da rugosidade aumentaria a sua
capacidade de repeléncia a agua.
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1.3.2. Biomateriais

A descricdo mais comum para um biomaterial € a de “uma substancia utilizada
em préteses ou aparatos médicos projetados para terem uma aplicagdo durante um
periodo de tempo muito longo no corpo humano” [16]. A area de pesquisa envolvendo
os biomateriais € muito abrangente, possuindo varias ramificagdes, devido a constante
busca por novos materiais que possam substituir partes danificadas ou desgastadas do
organismo humano. Essa busca do desenvolvimento de biomateriais permitiu o
desenvolvimento dessa area de pesquisa com o passar dos anos em varias partes do
mundo.

Evidentemente que, devido a abrangéncia dessa area, conforme relatado no
paragrafo anterior, uma descricdo a respeito de todos 0s assuntos relacionados aos
biomateriais ndo seria conveniente nessa dissertacao, visto que esse nao é o intuito
desse trabalho. Entretanto, como parte dele envolve a sintese de um material com
caracteristicas de biocompatibilidade envolvendo a possibilidade de substituicdo de
tecidos 6sseos, a discusséo sera focada nos biomateriais empregados na substituicdo
desses tecidos.

O grande desafio na area dos biomateriais utilizados para substituir os 0ssos
sempre foi 0 desenvolvimento de materiais que estimulassem a formacao éssea ao seu
redor permitindo que houvesse a completa restauragdo éssea da regido em que o0s
materiais foram implantados [17]. Para isso, os principais materiais que vém sendo
utilizado nesse tipo de pesquisa [16] sdo polimeros, metais, compdsitos e materiais
ceramicos. Novamente, em virtude do escopo desse trabalho, apenas os materiais
ceramicos serao discutidos nesse item. Devido ao fato de ceramicas serem
empregadas como biomateriais, esses materiais sdo comumente chamados de
bioceramicas.

A maior parte das aplica¢des de bioceramicas envolve o reparo e/ou o reforgo de
partes do esqueleto humano, composto por 0ssos, articulacdes e dentes. Bioceramicas
também sao usadas para substituir partes do sistema cardiovascular, especialmente
véalvulas do coracado e também no preenchimento de regides ésseas danificadas por
tumores [16]. As bioceramicas mais utilizadas sado as aluminas e os fosfatos de calcio.
Nesse trabalho, através da sintese dos alumoxanos carboxilatos, tentou-se aliar esses
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dois materiais, com a formacgado de fosfato de calcio ligado quimicamente a superficie
modificada da alumina, devido a presencga de grupos complexantes de ions calcio na

sua superficie.

1.3.3. Biocompatibilidade

Os primeiros estudos de biocompatibilidade de bioceramicas eram baseados na
idéia que, estando os elementos metélicos das ceramicas em estados elevados de
oxidacao (por exemplo, como 0Oxidos), elas nao seriam degradadas no corpo humano
nem fariam parte de reagdes bioldgicas. Sendo assim, a busca era por materiais
ceramicos bioinertes. Como materiais ceramicos sao também caracterizados por uma
elevada dureza, eles eram usados como partes de préteses de articulagdes. Por
atender a todos esses requisitos, um material que se tornou comumente usado em
préteses foi a alumina, que foi utilizada pela primeira vez na substitui¢cdo total do osso
da regido pélvica em 1970 [18, 19].

Entretanto, nenhum material empregado como prétese O6ssea é inerte. Todo
material produz uma resposta do tecido ao redor e, desse modo, esses materiais
deveriam ser biocompativeis em relagdo aos tecidos. Baseando-se nesse fato, foi
proposta a hipétese que a biocompatibilidade de um material implantado deveria ser
maxima se fosse promovida a formacao de tecido 6sseo na sua superficie e também se
fosse estabelecida uma interface continua capaz de suportar a pressédo que geralmente
ocorre no lugar do implante.

Quando implantados em sitios ou cavidades ésseas, para que sejam corrigidos
pequenos defeitos, os materiais ceramicos podem causar as seguintes respostas por
parte do organismo:

1) Para materiais tdxicos, ocorre a morte do tecido ao redor.

2) Para materiais ndo-toxicos e dissolviveis, o tecido ao redor substitui o implante.

3) Para materiais inativos e biologicamente nao-tdéxicos, uma capsula de tecido
fibroso, cuja espessura pode variar, € formada ao redor da superficie do material
em contato com o organismo.

4) Para materiais ndo tdxicos e biologicamente ativos, ocorre a formacado de
ligagbes interfaciais.
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Sendo assim, o0 objetivo atual é produzir materiais que sejam reconhecidos e
assimilados pelo organismo humano. Ou seja, materiais que ocasionem a formagéo de
ligacdes interfaciais entre o tecido original e o implante. Para satisfazer essa condicao,
muitas vezes sdo requeridos varios anos de pesquisa, j& que da passagem dos
primeiros testes de biocompatibilidade para um material comercialmente utilizado como
implante pode ser necessario um tempo muito longo, chegando a mais de dez anos,
dependendo da aplicagdo do material [16].

Alguns testes de biomimética podem mostrar um indicio de biocompatibilidade de

um material e servem como testes preliminares antes de se realizarem testes in vivo.

1.3.4.Testes de Biomimética e de Biocompatibilidade

Os testes de biomimética e de biocompatibilidade sdo importantes ferramentas
para a verificagdo da biocompatibilidade de um material. No caso desse trabalho, foram
muito adequados para constatar a diferengca de comportamento da alumina antes e
apds a modificacao da sua superficie através da reagdao com acidos dicarboxilicos. Para
verificar a modificacdo nas propriedades de um material devido a modificacdo da sua
superficie, esses tipos de teste podem ser realizados. Entre os mais comuns
encontrados na literatura estao os testes de imersao em fluido corp6reo simulado (SBF)
e o0 teste de adesdo celular (testes de biomimética e de biocompatibilidade,
respectivamente). Para esse trabalho, esses testes foram extremamente validos, porém
vale destacar que eles ndo se restringem somente ao estudo de modificacdes de
superficies.

Entretanto, antes de falar sobre cada um desses testes € necessario ressaltar
que ao longo dos anos, varias tentativas foram realizadas para se estabelecer um
protocolo mundialmente aceito para a constatagdo da biocompatibilidade de um
material. Mesmo nesse trabalho foram utilizadas algumas delas, porém, para que o
leitor fique ciente, nos dias atuais ha uma tendéncia maior nos principais peridédicos
relacionados a essa area de aceitarem trabalhos cujos testes de biocompatibilidade
sigam as normas da Organizacao Internacional de Padronizacao, cuja sigla em inglés é
ISO, mais especificamente a norma ISO 10993.
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Como nesse trabalho era mais importante o estudo das modificagdes de
superficie do que a obtengéo e teste de um biomaterial, a ISO 10993 n&o foi utilizada
como protocolo para os experimentos, mas sim outros testes encontrados na literatura e

amplamente aceitos como avaliacao prévia da biocompatibilidade de um material.

1.3.4.1. Imersao em SBF

Na literatura, freqientemente podem ser encontrados trabalhos em que o
experimento de imersao em SBF € utilizado quando se deseja prever o comportamento
de organismos vivos em contato com determinados materiais implantados,
supostamente biocompativeis, sem que haja a necessidade da realizacdo do implante
0sseo para que esse estudo seja realizado. Trata-se de um experimento que nao
envolve nenhum tipo de contato de um material com algum reagente proveniente de um
organismo vivo. Por essa razio, a designacao mais adequada para esse experimento
seria a de teste de biomimética.

O fluido corpéreo simulado € uma solugdo aquosa que contém os mesmos ions
do plasma sanguineo humano e nas mesmas concentracdes, conforme € mostrado na
Tabela 1.1. Os primeiros usos dessa solugdo em estudos envolvendo biomateriais
provém de 1990, quando, segundo Kokubo e colaboradores [20], a formagéo de apatita
(um tipo de fosfato de calcio) na superficie de uma bioceramica em testes in vivo podia
ser reproduzida imergindo-se o material na solugdo de SBF. Entretanto, uma solugéo
contendo os ions na mesma concentracdo do plasma sanguineo humano sé foi
preparada e reportada no trabalho de Oyane et al em 2003 [21]. As concentragdes dos
ions dessa solucao sao mostradas na Tabela 1.1.

Ainda sobre o trabalho de Kokubo, em 1991, em virtude das superficies que
apresentavam formacao de apatita em testes in vivo também apresentarem os mesmos
resultados com SBF e o mesmo acontecendo em relagdo aos resultados negativos,
esses autores propuseram que esse teste poderia servir como um estudo prévio da

biocompatibilidade de um material [22].
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Tabela 1.1: Concentracdo dos ions da solucdo de SBF [21] e do plasma sanguineo

humano.

fons Na* | K* |Mg?|Ca® | CI' |HCOgs |HPO,*| SO*
Concentragao no plasma
sanguineo humano (10°M) [142,0| 5,0 | 1,5 | 2,5 |103,0| 27,0 | 1,0 0,5
Concentracdo no SBF (10°M)|142,0| 5,0 | 1,5 | 2,5 [103,0| 27,0 | 1,0 0,5

Ao se analisarem os valores da concentracdo dos ions na solucao de SBF é
possivel perceber que essa solugao apresenta-se supersaturada em relagcao ao fosfato
de calcio [22]. Portanto, a precipitagdo € um fendmeno termodinamicamente favoravel,
porém a sua cinética pode ser alterada por varios fatores, entre eles a inclusdo de um
material na solugdo que pode causar uma precipitagdo através da nucleagao
heterogénea do fosfato de calcio.

Diferentemente da nucleacdo homogénea, que ocorre preferencialmente na
solucdo, a nucleacao heterogénea ocorre na superficie de um material nela imerso. A
expressao da energia livre desse processo € dada pela Equagéo 1.12 [23]:

AG = -RTInS +6¢Ac +(0c — Gsi)Acs (1.12)

Resumidamente, pode-se analisar a equacgao dividindo-a em duas partes. A
primeira, composta por -RTInS (sendo S o grau de supersaturagdo da solugéao) € um
termo que ndo sofre variacao na solugdo de SBF em virtude da solugado sempre ser a
mesma em todos os experimentos. A segunda parte, composta por 6gAc +(0c — Osi)Acs
(sendo T a temperatura, A a area da particula e ¢ a sua energia interfacial, com os
indices ¢, s e | indicando respectivamente a particula cristalina, o substrato e a fase
liquida) é a parte dependente do material imerso na solugcdo e é esse termo que
governa o sinal da energia livre de Gibbs.

Por essa equagéo, é possivel notar que ao se diminuir o grau de supersaturacao,
a seletividade da superficie torna-se mais pronunciada, tornando-se méaxima em
superficies que possuam uma menor barreira para a nucleacao [23]. Essa alteracao da
energia superficial pode ser obtida através de uma modificagdo quimica da sua

superficie, com a inclusao de diferentes grupos funcionais a mesma.
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1.3.4.2. Adesao celular

Novamente, antes de iniciar uma discussdo mais aprofundada, vale destacar
aqui que a abordagem da discussao sobre adesao celular sera focada nas células de
osteoblastos, em virtude da aplicacdo dos estudos envolvendo a modificacdo da
superficie de alumina com &acidos dicarboxilicos envolverem a interacdo desse material
com o tecido ésseo, sendo os osteoblastos as células formadoras desse tipo de tecido.

A Dbiocompatibilidade de um material estd fortemente relacionada ao
comportamento das células em contato com o material em questdo e particularmente a
adesdo celular a sua superficie. Caracteristicas da superficie, como a topografia,
estrutura quimica ou energia superficial sdo importantes fatores na adesado de
osteoblastos em biomateriais. Essas caracteristicas superficiais determinam como
moléculas biologicas serdao adsorvidas na superficie e particularmente determinam a
orientacdo dessas moléculas.

O termo adesdo, na area de biomateriais, envolve diferentes fenémenos.
Primeiramente, ocorre um primeiro contato envolvendo eventos de curta duragao como
interacdes eletrostéticas, forcas de van der Waals, etc. Em seguida, ocorre a fase de
adesao, envolvendo periodos de tempo mais longos e moléculas biologicas: proteinas
de membrana, extracelulares e do citoesqueleto. Por Gltimo, ocorre o espalhamento das
células no material [24].

A adesdo de osteoblastos em materiais pode ser considerada também em
relacdo a expressdo de varias proteinas de adesdo. Essas proteinas podem ser

divididas em trés grupos:

1) Proteinas de matriz extracelular

A matriz extracelular éssea € composta de 90% de proteinas de colageno e 10%
de proteinas ndo-colagenosas. Todas essas proteinas sao sintetizadas por osteoblastos
e a maioria esta relacionada a adesao celular. Algumas das proteinas relacionadas aos
0ss0s possuem propriedades adesivas notadamente porque contém a sequiéncia de
aminoacidos Arg-Gly-Asp (RGD) a qual é especifica para a fixacdo de receptores de

membrana celular [25].



Capitulo 1 Introducao 17

2) Proteinas do citoesqueleto

Os sitios de adesdo entre cultura de células de tecidos e a superficie dos
substratos sdo chamados de contatos focais. Os contatos focais sdo jungdes nas quais
a distancia entre a superficie do substrato e a membrana celular € de 10 a 15nm. A face
externa do contato focal apresenta proteinas com receptores especificos como as

integrinas.

3) Moléculas de adeséao
As moléculas relacionadas a adesdo celular sdo caracterizadas pela sua
capacidade de interagir com um ligante especifico. Esses ligantes podem estar situados

na membrana de células vizinhas ou em proteinas da matriz extracelular.

Vale destacar que as células nao interagem com o material “nu” tanto in vitro
como in vivo. Em cada passo, o material € condicionado pelos componentes do fluido
biolégico [26]. O pH, assim como a composicdo e forca iGnica da solucédo, a
temperatura e os grupos funcionais dos substratos sao fatores determinantes para a
adesao. A caracteristica hidrofilica e hidrofébica de um material também € de grande
importancia para a adesao celular, que geralmente é melhor para superficies hidrofilicas
[27].
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2. OBJETIVOS

Os objetivos desse trabalho consistiram na sintese de alumoxanos carboxilatos
através da modificagdo da superficie de diversas aluminas com diferentes acidos
carboxilicos. A partir do sucesso da sintese de cada alumoxano, as propriedades das
superficies de cada material puderam nao somente ser confirmadas, mas também
devidamente exploradas, valendo-se do fato que as caracteristicas da superficie de um
alumoxano carboxilato sdo dependentes do grupo R do acido carboxilico da Equacéao
1.7.

As sinteses e aplicacbes mostradas nesse trabalho referem-se a cinco
alumoxanos: alumoxano benzoato, oxalato, vinil-acetato, succinato e adipato. As
estruturas simplificadas das superficies dos materiais sdo mostradas na Figura 2.1.
Uma descrigdo breve a respeito de cada um deles seréa feita nos préximos paragrafos
desse capitulo. Em virtude das propriedades quimicas de cada uma dessas superficies,
foram realizadas algumas aplicacées para esses alumoxanos, 0 que permitira que o
leitor possa notar como que, através do conhecimento sobre as estruturas quimicas das
suas superficies e dos conceitos abordados no capitulo anterior, os alumoxanos
puderam ser empregados nesse trabalho.

Alumoxano benzoato é o termo referente a alumina com a superficie modificada
com acido benzéico. A superficie da alumina, inicialmente hidrofilica pela presenca de
grupos OH, tornou-se hidrofébica, uma vez que apds a reacao, grupos fenila, os quais
sao apolares, ficaram expostos na superficie, conforme mostra a Figura 2.1a. Essa
mudanca na caracteristica da superficie de polar para apolar foi passivel de ser
estudada medindo-se a diferenca na energia superficial do alumoxano, através de
medidas de angulo de contato de um liquido sobre a superficie do material sélido.

Em relacdo ao alumoxano oxalato, esse é o termo referente a alumina com a
superficie modificada com acido oxalico. A estrutura desse material € mostrada na
Figura 2.1b. Ao se modificar a superficie da alumina com esse acido, os grupos OH
foram substituidos por grupos carboxila. O intuito dessa substituicdo consistiu na
tentativa de modificacdo das caracteristicas da alumina relativas a sua
biocompatibilidade em virtude de ja4 haver trabalhos na literatura que relacionam a
biocompatibilidade de um material a presenga desses grupos na superficie [28,29].
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Na Figura 2.1c € mostrada a estrutura do alumoxano vinil-acetato, um composto
obtido através da reagao entre a alumina e o acido vinil-acético. Através dessa reacao,
a superficie da alumina passou a apresentar ligacdes duplas. Esse tipo de ligacao
apresenta reatividade adequada para que outros grupos possam ser inseridos atraves
de reacdes de adicao eletrofilica [30]. Em outras palavras, a formag¢ao do alumoxano
vinil-acetato abriu a possibilidade da funcionalizacdo da alumina por grupos que
originalmente ndo poderiam ser inseridos através de uma reagdo quimica com apenas
uma etapa.

Pelas estruturas mostradas na Figura 2.1d e 2.1e, nota-se uma semelhanca
funcional entre o alumoxano oxalato, alumoxano succinato e alumoxano adipato. As
suas superficies apresentam grupos carboxilatos livres, em virtude dos materiais serem
oriundos de acidos dicarboxilicos. O que os diferencia é o tamanho da cadeia
carbdnica, visto que no alumoxano oxalato ndo ha grupos metileno entre as duas
carboxilas, no alumoxano succinato ha dois e no alumoxano adipato, quatro. Através da
sintese dos alumoxanos succinato e adipato, foi possivel um estudo de comparacao do
comportamento do alumoxano oxalato com alumoxanos provenientes de acidos
dicarboxilicos com cadeias mais longas. Como continuagcao do trabalho com o
alumoxano oxalato como biomaterial, esperava-se constatar se ndo sé a presenca de
grupos carboxila na superficie da alumina ocasionava uma melhora em relagéo as suas
propriedades relacionadas a biocompatibilidade, mas também se houve influéncia do

comprimento da cadeia carbdnica do grupo pendente na alteragdo dessa propriedade.

07 0
- I‘O’ N

Figura 2.1: Estrutura simplificada dos alumoxanos sintetizados nesse trabalho:
alumoxano benzoato (a), alumoxano oxalato (b), alumoxano vinil-acetato (c), alumoxano

succinato (d) e alumoxano adipato (e).
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3. PARTE EXPERIMENTAL

Antes de apresentar ao leitor o procedimento experimental detalhado desse
trabalho, na sessédo 2.1 sao listados os reagentes, equipamentos e materiais de
laboratério utilizados.

3.1. Reagentes, Equipamentos e Materiais

3.1.1. Reagentes Utilizados

- AI(NO3)3.9H.0 P.A. (Merck)

- Uréia P.A. (Swartz/Mann)

- AlbO3 P.A. (Merck)

- NaOH P.A. (Synth)

- Acido benzéico P.A. (Quimica Fina)
- Acido oxalico dihidratado P.A. (Merck)
- Acido vinil-acético 97% (Aldrich)
- Etanol P.A. (Synth)

- Xilol P.A. (Merck)

- THF P.A. (Merck)

- NaCl P.A. (Synth)

- KCI P.A. (Synth)

- NaxCOj P.A. (Synth)

- NapHPO,4.7H.0O P.A. (Synth)

- MgCl».6H>0 P.A. (Synth)

- NaxSO4 P.A. (Synth)

- CaCl,.2H,0 P.A. (Ecibra)

- MTT P.A. (Sigma)

- DMSO P.A. (Merck)

- Meio aMEM (Nutricel)

- FBS P.A. (Nutricell)

- Penicilina P.A.
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- Estreptomicina P.A.
- Células de pré-osteoblastos de camundongo MC3T3-E1
- Cloridato de xilazina 2% (Vyrbaxil)

- Cloridato de cetamina (Francotar)

3.1.2. Equipamentos e Materiais de Laboratorio Utilizados

- Vidrarias em geral

- Banho termostatizado Q-226M2 (Quimis)

- pHmetro 827 pH lab (Metrohm)

- Chapa de Aquecimento modelo 752A (Fisatom)

- Manta de Aquecimento classe 300 (Fisatom)

- Ultra-som Thornton (Art Lab)

- Balanca Analitica AY220 (Shimadzu)

- Estufa 315 SE (Fanem)

- Forno Edgcon 3P (EDG Equipamentos)

- Placas para cultura de células (Corning)

- Espectrdmetro FTIR Modelo B100 (Bomem MB-Series)

- Prensa hidraulica Modelo 3912 (Carver)

- Analisador termogravimétrico TGA 2050 (TA Instruments)
- Difratdbmetro de Raios-X XRD 7000 (Shimadzu)

- Analisador elementar (Perkin EImer 2400)

- Microscépio eletronico de varredura (JEOL JSM 6360LV)
- Metalizador (Voltec)

- Analisador de Area (QuantaChrome Autosorb-1)

- Microscépio optico (Micronal)

- Céamera fotografica digital (Sony CCD-Iris/RGB)
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3.2. Sinteses dos Materiais
3.2.1. Preparacio dos Oxidos de Aluminio

3.2.1.1. y-Alumina

A sintese de fy-alumina através do processo sol-gel é um procedimento
conhecido no grupo de pesquisa em que esse projeto foi desenvolvido, sendo essa
sintese reportada por Macedo, Osawa e Bertran [31]. O trabalho desses pesquisadores
serviu de base para a preparacdo desse material. Nesse procedimento, nitrato de
aluminio eneahidratado (Al(NO3)3.9H-0) foi dissolvido em agua destilada até préximo
do ponto de saturacao (70g/100mL de agua). Em seguida, adicionou-se uréia de modo
a se atingir uma razdo molar Al**/uréia de 1/13 em solugdo. A solucdo foi mantida em
repouso a temperatura ambiente por uma hora e filtrada por gravidade em seguida,
utilizando-se papel de filtro qualitativo.

A solucéo foi mantida em estufa em torno de 90°C até o inicio da formagéo do
gel, quando foi calcinada a 300°C durante uma hora. Para a completa eliminagdo das
impurezas provenientes da sintese no material, apds a calcinagéo foram realizados os
seguintes procedimentos:

- tratamento térmico da amostra em etanol a 70°C durante oito horas;
- calcinagéo da amostra a 400°C por trés horas.

3.2.1.2. a-Alumina

A a-alumina sintetizada nesse projeto foi obtida através da calcinacdo da v-
alumina. Nesse procedimento, o pd de y-alumina sintetizada foi calcinado a 950°C
durante trés horas em um primeiro experimento e em um segundo, repetiu-se o
procedimento, alterando-se apenas o tempo de calcinacéo para setenta e duas horas.
Apos o resfriamento até a temperatura ambiente, reagiram-se os pds formados com
uma solucdo 1M de NaOH para a formacgao de grupos OH na superficie dos materiais,
sob agitagdo magnética a temperatura ambiente por cinco minutos. Em seguida, foi feita
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filtragdo simples e lavagem de cada material com agua deionizada. Por fim, as
amostras foram mantidas em estufa a 100°C por doze horas.

3.2.1.3. Alumina Comercial

O 6xido de aluminio da Merck, que de agora em diante sera chamado nesse
trabalho de alumina comercial, foi modificado para a formagédo de grupos OH na sua
superficie utilizando-se 0 mesmo procedimento de reacdo com solugcao aquosa de
NaOH da a-alumina, assim como o restante do procedimento (filtragdo, lavagem com

agua deionizada e secagem).

3.2.2. Preparacao dos Alumoxanos

Sintese a partir do po de alumina

Todas as sinteses foram realizadas em um sistema bifasico, contendo uma fase
sblida (pé de alumina) e uma fase liquida (acido carboxilico + solvente). Cada
alumoxano foi obtido através da reacdo da alumina com o seu respectivo acido
carboxilico. Inicialmente foram realizadas sinteses em pequena escala para que o
procedimento fosse testado. Para cada alumoxano esse procedimento foi realizado em
triplicata, consistindo na dissolucdo de 0,028mol de &cido carboxilico em 25mL de
solvente. Essa solugédo foi colocada em um baldo de fundo redondo de 50mL. Em
seguida adicionou-se 0,714g de p6 de alumina (y-alumina calcinada a 300°C e tratada
com etanol a 70°C, alumina comercial tratada com solugdo aquosa de NaOH 1M e o-
alumina calcinada durante setenta e duas horas) previamente moida em um moinho de
bolas durante duas horas, de modo que a propor¢do molar acido carboxilico/alumina
fosse de 4/1, conforme reportado por Barron e colaboradores [1]. A exce¢ao ocorreu na
sintese do alumoxano adipato, em que essa mesma razao foi de 2/1.

Apés a realizagdo das sinteses de alumoxano carboxilato em pequena escala,
foram realizadas as sinteses em grande escala, com um aumento de dez vezes na
massa dos reagentes e dos volumes de solvente e dos balées de fundo redondo,



Capitulo 3 Parte Experimental 24

mantendo-se a mesma proporcao molar acido carboxilico/alumina. Esse procedimento
foi realizado em duplicata.

Todos os sistemas foram mantidos em capela sob refluxo, adicionando-se a cada
baldo algumas pedras de ebulicdo. O tempo total do processo de sintese em todos os
procedimentos foi 0 mesmo que o do trabalho do grupo de pesquisa da Rice University:
noventa e seis horas. Entretanto, enquanto que Barron e colaboradores realizaram a
sintese em quatro dias, por se tratar de um procedimento sem interrup¢ao, as sinteses
apresentadas nessa dissertagdao ocorreram em doze dias, mantendo-se o0s sistemas em
refluxo durante oito horas diarias. O xilol foi utilizado inicialmente como solvente, ja que
no trabalho empregado como referéncia para esse procedimento foi feito o mesmo.
Porém, ocorreu a busca por outros solventes ao longo do desenvolvimento do trabalho
dessa dissertagdao. Foram sintetizados os alumoxanos benzoato, oxalato, vinil-acetato e
adipato, utilizando-se os &acidos benzoico, oxalico, vinil-acético e adipico,
respectivamente. O aparato utilizado para as sinteses pode ser observado na Figura 3.1
e na Tabela 3.1 sdo mostradas as informacodes a respeito de cada sintese.

Figura 3.1: Aparato para a sintese dos alumoxanos.
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Tabela 3.1: Aluminas e solventes utilizados na sintese de cada alumoxano.

Alumoxano | alumina utilizada | Solvente Magido (9) treacao(N) | Trefiuxo(°C)
benzoato v-alumina xilol 3,42 e 34,2 96 144
alumina comercial acido benzbico
y-alumina
oxalato o-alumina THF 2,52e 25,2 96 66
alumina comercial acido oxalico
vinil-acetato | alumina comercial THF 2,41 e 24,1 96 66
acido vinil-acético
adipato | alumina comercial THF 2,05e 20,5 96 66
acido adipico

Apds a modificacdo das superficies, todos os materiais obtidos foram lavados
com etanol por cinco vezes, utilizando-se 25mL em cada lavagem, para eliminar o acido

carboxilico residual e por fim, secados em estufa a 90°C.

Sintese a partir dos discos de alumina

Para realizar a modificagdo na superficie dos corpos de alumina foram
preparados discos a partir do pé de alumina comercial apds a reagdo com solugcao
aquosa de NaOH, prensando-se 100mg desse material para cada disco a 8000psi,
utilizando-se uma prensa hidraulica. As dimensdes dos discos resultantes eram de 1cm
de diametro e 2mm de espessura. A modificagdo da superficie dos discos foi realizada
pela reacdo dos materiais com os acidos oxalico, succinico e adipico. Para isso, foram
preparadas solugbes separadas de 0,02M desses acidos dicarboxilicos em etanol.
Cada solugéo foi mantida a 70°C em frascos de vidro fechados, imergindo-se pastilhas
de alumina em cada um deles durante oito horas, conforme reportado por Bertran e
colaboradores [12]. Apds o término da sintese, os discos foram imersos em etanol por
cinco vezes, para que os acidos dicarboxilicos residuais pudessem ser removidos, e

secados a temperatura ambiente. Foram preparadas cem pastilhas de cada alumoxano.
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3.3. Caracterizacao dos Materiais

Para a caracterizacdo dos materiais foram empregadas as seguintes técnicas:
- espectroscopia na regidao do infravermelho (FTIR): os pds das aluminas, dos
alumoxanos e de seus respectivos acidos carboxilicos foram analisados utilizando-se
pastilha de KBr, exceto o acido vinil-acético, cujo espectro foi obtido utilizando-se uma
cela de liquidos, no intervalo espectral entre 4000 e 400cm™', com resolugéo de 4cm™ e
64 scans;
- analise elementar (CHN), com as analises sendo realizadas em triplicata para cada
amostra;
- area superficial (ASAP), com tratamento térmico prévio das amostras a 110°C para
eliminacdo de umidade. Utilizou-se o N, como adsorbato a 77K e as andlises foram
realizadas em duplicata para cada amostra;
- microscopia eletrénica de varredura (SEM): para as microscopias, alguns miligramas
do p6é de cada material foram colocados em erlenmeyers e adicionaram-se 10mL de
isopropanol em cada um deles. Cada amostra foi submetida a ultra-som durante vinte e
cinco minutos e em seguida uma gota foi depositada em cima do porta-amostra de
microscopia, deixando-se o isopropanol evaporar a temperatura ambiente. Por fim, as
amostras foram recobertas com carbono. Essa analise foi realizada em duplicata para
cada amostra;
- difratometria de raios-X (DRX): para as amostras de y-alumina calcinada a 300°C e
tratada com etanol & 70°C antes e apds as calcinagdes a 950°C durante trés e setenta e
duas horas, foram realizadas analises com voltagem de 40kV e 30mA de corrente,
utilizando-se a radiacdo do alvo de cobre (1,5418A) e velocidade de aquisicdo de
2°/min, em um intervalo de 26 entre 5 e 65°.
- analise termogravimétrica (TGA): amostras de y-alumina calcinada a 300°C e tratada
com etanol a 70°C, alumina comercial tratada com solugdo aquosa de NaOH e dos
alumoxanos sintetizados a partir desse Oxido de aluminio foram analisadas sob
atmosfera inerte e taxa de aquecimento de 10°C/min. Também foram analisadas as
misturas mecéanicas de alumina comercial tratada com solu¢cdo aquosa de NaOH com
cada um dos acidos carboxilicos, mantendo-se a mesma porcentagem em massa de

carbono na amostra que foi obtida por CHN para cada alumoxano.
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3.4. Aplicacoes dos Alumoxanos

3.4.1. Superficies Hidrofobicas

Para os estudos das superficies hidrofébicas dos alumoxanos, foram realizadas
medidas de angulo de contato das superficies dos alumoxanos benzoato e adipato
sintetizados a partir da alumina comercial tratada com solu¢do aquosa de NaOH. Para
isso, foram preparados discos a partir dos pds desses materiais, através do mesmo
procedimento relatado no item 3.2.1 para os discos de alumina. Como o alumoxano
adipato foi sintetizado tanto pela modificacdo do p6 como pela modificacdo dos discos
de alumina, vale ressaltar que para as medidas de angulo de contato os discos foram
confeccionados a partir do p6 desse alumoxano. Discos de alumina comercial tratada
com NaOH também foram confeccionados para que os valores de angulo de contato
antes e apds a modificacdo da superficie com os acidos carboxilicos pudessem ser
comparados.

Os discos dos materiais foram colocados em um suporte que se encontrava em
frente ao microscépio Optico, o qual fora colocado na posicdo horizontal para a
obtencao das imagens. O liquido utilizado no experimento foi agua deionizada, a qual
foi gotejada na superficie dos discos. Com o auxilio de uma maquina fotogréfica digital,
foram obtidas imagens do sistema e o angulo de contato do liquido na superficie foi
obtido com o auxilio do programa Image Pro Plus instalado no computador acoplado a
camera digital. Para uma melhor visualizacao por parte do leitor, uma foto do aparato
descrito € mostrada na Figura 3.2. Esse procedimento foi realizado medindo-se o

angulo de contato das superficies de cinco discos de cada um desses materiais.
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Figura 3.2: Aparato para a determinagao de angulo de contato.

3.4.2. Testes de Biomimeética

Para os testes de biomimética, utilizaram-se discos de alumoxano oxalato,
succinato e adipato. Os discos dos alumoxanos foram obtidos de duas formas
diferentes. A primeira delas, pela modificacdo da superficie dos discos de alumina e a
segunda, pela prensagem dos pos dos alumoxanos. Na Tabela 3.2 sdo mostrados
quais alumoxanos foram obtidos por cada um desses procedimentos.

O procedimento para os testes de biomimética foi a imersdo em SBF dos discos
de alumoxano oxalato, succinato e adipato e das aluminas com e sem tratamento com
NaOH. Os discos foram imersos em SBF a 37°C durante oito horas. Apds isso, as
amostras foram lavadas com agua deionizada e secadas realizando-se 0 mesmo
procedimento descrito no item 3.2.2 para a modificagdo da superficie das pastilhas.

Todas essas superficies foram caracterizadas por microscopia eletrbnica de
varredura (SEM) e por espectroscopia de energia dispersiva (EDS) para se obter o

mapeamento elementar das superficies, com as analises sendo realizadas em triplicata.
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Os resultados de precipitacdo de fosfato de calcio apos imersdo em SBF serviram de
base para a escolha das amostras para os testes de biocompatibilidade.

Tabela 3.2: Obtencao dos discos para os testes de biocompatibilidade.

Obtencao Alumoxano
prensagem do p6 dos
alumoxanos oxalato

modificagdo da superficie oxalato
dos discos de alumina succinato
adipato

3.4.3. Testes de Biocompatibilidade

3.4.3.1. Testes in vitro

Para os testes de biocompatibilidade in vitro foram realizados experimentos de
adesao celular. Para isso, foram realizados experimentos de redugdao do MTT [32].
Nesse experimento, foram utilizadas células de pré-osteoblastos de camundongo
MC3T3-E1, cuja cultura foi feita em meio aMEM sem &cido ascérbico, contendo 10% de
FBS, 100 unidades/mL de penicilina e 100mg/mL de estreptomicina a 37°C em um
incubador umidificado com atmosfera de 5% de CO,. O procedimento foi realizado no
Laboratério de Sinalizagdo Celular, do Departamento de Bioquimica do Instituto de
Biologia da UNICAMP, com a colaboragéo da Profa. Dra. Carmen Verissima Ferreira e
de seu aluno de doutorado Willian Fernando Zambuzzi.

Os osteoblastos foram plaqueados em placas de 24 pocos (4x10* células/poco)
sobre os discos de: alumina comercial tratada com NaOH, alumoxano oxalato
sintetizado a partir da alumina comercial tratada com NaOH e esse mesmo alumoxano
oxalato recoberto com fosfato de calcio, apdés imersdo em SBF. Foram utilizados
dezesseis discos de cada material.

Nesse experimento de adesdo e crescimento celular, apdés cada periodo de
tempo (seis, doze e vinte e quatro horas) para cada tipo de disco, 0 meio de cultura foi
gentilmente removido e adicionou-se 1mL de meio de cultura contendo solugdo de

img/mL de MTT. Depois de quatro horas de incubagdo, a 37°C, esse meio foi
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totalmente removido e os cristais de formazano formados foram solubilizados em 1mL
de DMSO. As solugdes foram homogeneizadas em um agitador de placas e as
absorbancias a 570nm foram lidas em um leitor de placas.

3.4.3.2. Testes in vivo

O procedimento foi realizado com a colaboragao do Prof. Dr. José Angelo Camilli
do Departamento de Anatomia do Instituto de Biologia da UNICAMP e de seu aluno de
doutorado Wilson Romero Nakagaki, implantando-se em ratos Wistar o alumoxano
oxalato sintetizado a partir da alumina comercial tratada com NaOH na forma de p6 e
apos o experimento de imersdao em SBF. Como controle, também foi implantado o pé
de alumina comercial tratada com NaOH. Todo o procedimento empregado foi aprovado
pela Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal do Instituto de Biologia da
UNICAMP, mostrado no Capitulo 7 dessa dissertacao.

A primeira etapa do experimento consistiu no procedimento cirargico, o qual pode
ser brevemente detalhado da seguinte maneira: os animais foram anestesiados
utilizando-se uma solugdo 1:1 de cloridato de xilazina e cloridato de cetamina,
administrada por via intramuscular na dose de 5mg/kg e 10mg/kg, respectivamente, e
as suas cabecas foram tricotomizadas e desinfectadas. Em seguida foram feitas
incisdes longitudinais na pele da calota craniana e o peridsteo foi rebatido para expor a
superficie do osso parietal direito. Com um punch, foi produzida uma falha (defeito)
0ssea, com 5mm de diametro, que atravessou por completo a espessura da parede do
0sso. Para cada falha utilizou-se um material diferente para preenché-la, ou seja, em
uma delas, utilizou-se alumina e na outra, alumoxano oxalato recoberto com fosfato de
célcio. Uma das falhas permaneceu vazia. Por ultimo, os animais foram suturados.

Apé6s 14 dias, os animais foram sacrificados e as suas calotas cranianas foram
fixadas em solugéo de formalina a 10% em solucao de tampéao fosfato 0,1M pH 7, por
um periodo de setenta e duas horas a temperatura ambiente, e em seguida foram
imersas em solucdo de EDTA para a descalcificagdo. As amostras foram desidratadas
em gradiente de alcool, diafanizados em xilol e embebidas em parafina liquida a 60°C
para confeccdo dos blocos de parafina. Foram obtidos cortes transversais (6um de
espessura) que foram corados com hematoxilina-eosina. Os cortes histolégicos foram

analisados por microscopia 6ptica.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Na primeira parte desse capitulo, serdo mostradas as caracteriza¢des dos 6xidos
de aluminio que serviram como material de partida para a sintese dos alumoxanos,
resultando na modificacdo das superficies desses Oxidos, assim como as
caracterizagbes dos alumoxanos carboxilatos formados. Na segunda parte, serdo
mostradas as aplicacées dos alumoxanos. Nessa segunda parte, serdao discutidos
inicialmente os resultados envolvendo os estudos de angulo de contato da superficie
dos alumoxanos benzoato e adipato em comparagdo com a superficie da alumina sem
modificacdo com esses acidos. Serdao apresentados também os resultados dos testes
de biomimética e de biocompatibilidade para os alumoxanos oxalato, succinato e
adipato e sera feita uma discussao da diferenca de comportamento nesses testes das
superficies modificadas das aluminas em relacdo as mesmas superficies sem

modificacao.

4.1. Caracterizacao dos Materiais

4.1.1. Alumina

AplGs a sintese da y-alumina, a caracterizacdo espectroscépica do material foi
obtida por espectroscopia na regido do infravermelho. Na Figura 4.1 € mostrado o
espectro desse material apds a calcinagédo a 300°C e tratamento térmico a 70°C com
etanol, assim como o espectro de uma amostra de alumina comercial apds o tratamento
com solugéo aquosa de NaOH 1M descrito no item 3.2.1.3. No espectro de FTIR para a
y-alumina, mesmo apds a calcinagdo a 300°C e tratamento térmico com etanol, ainda é
possivel observar bandas reduzidas na regido de 3200 e 1100cm™ que indicam ainda a
presenca de uma pequena quantidade residual de uréia [33] na y-alumina. A Figura 4.1
mostra ainda que os espectros de FTIR de ambas as aluminas apresentam bandas
intensas na regido entre 600 e 800cm™ que podem ser atribuidas a presenga de ions
aluminio com coordenacao tetraédrica e octaédrica, respectivamente [31].

A presenca de uréia na y-alumina apos a calcinagdo a 300°C e tratamento térmico

com etanol a 70°C também pode ser comprovada pela quantidade média de carbono
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obtida por analise elementar. Os resultados obtidos para esse material indicaram que a
porcentagem média em massa de carbono nas amostras foi 10,0+0,2%, enquanto que
para as amostras de alumina comercial apds tratamento com NaOH esse valor foi de
0,3+0,1%.

bandas das coordenagées dos

p ~——— bandas da uréia

T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1 500 1000 500

cm’

Figura 4.1: Espectros na regido do infravermelho obtidos a partir de pastilha de KBr da
v-alumina apds calcinagdo a 300°C e tratamento térmico com etanol & 70°C (a) e da

alumina comercial tratada com solu¢do aquosa de NaOH 1M (b).

O tratamento térmico com etanol a 70°C da y-alumina calcinada a 300°C foi
eficaz para a remocao do nitrato residual do material, proveniente da sua sintese. Por
outro lado, foi ineficiente para a eliminagcado completa da uréia. Em consequéncia desse
fato, buscou-se a eliminacdo da uréia através de procedimentos de calcinacdo a
temperaturas mais elevadas. Porém, era necessaria a obtencdo de uma faixa de
temperatura de calcinagdo em que a uréia pudesse ser eliminada sem que houvesse
uma diminuicdo da quantidade de grupos OH na superficie do material, os quais eram
essenciais para a sintese dos alumoxanos carboxilatos. Dessa forma, empregou-se a
andlise termogravimétrica para esse estudo.

As andlises por termogravimetria das amostras da y-alumina calcinada a 300°C e
tratada com etanol a 70°C e da alumina comercial tratada com solugdo aquosa de
NaOH 1M mostradas, respectivamente, nas Figuras 4.2a e 4.2b mostram diferencas
quanto a perda de massa ao longo do aquecimento. Para a alumina comercial, a perda

de massa é continua enquanto que para a y-alumina ha uma perda abrupta de massa a
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partir de 250°C. Como as aluminas contém uma quantidade significativa de agua
adsorvida, os termogramas ndao mostram uma indicacdo direta da transformacédo dos
grupos Al-OH em Al,Og3, através da perda de agua. Portanto, a estimativa da faixa de
temperatura em que essa transformagédo ocorreu foi feita utilizando-se as seguintes
consideragoes:
- a temperaturas acima de 1000°C, as amostras estdo na forma de a-alumina. Sendo
assim, considerou-se a férmula Al,O3 para representar essa forma.
- a temperaturas inferiores a faixa de temperatura em que ocorreu a perda de massa
correspondente aos grupos OH da superficie dos materiais, considerou-se a férmula
Al(OH)3 para essas aluminas.
- a partir dessas duas consideragdes, com o valor da massa da amostra no final da
andlise, que correspondia apenas a AlxOs, foi possivel obter o numero de mols de a-
alumina.
- considerou-se que a diminuicdo dos grupos OH da superficie da amostra ocorreu
através da reacdo quimica mostrada na Equagéao 4.1:

2AI(OH)3s) —2 > AlOge + 3H20(g) (4.1)
- utilizando-se a estequiometria da reacdo, com o numero de mols de a-alumina,
obteve-se o niumero de mols de Al(OH)3, e conseqlientemente, a sua massa. Com esse
valor de massa foi possivel determinar a regido do termograma em que a reacao da
Equacéo 4.1 ocorreu.

Tanto para a alumina comercial quanto para a y-alumina, ao se confrontarem os
resultados obtidos pelos calculos com os termogramas da Figura 4.2, a faixa de
temperatura em que o processo mostrado na Equacao 4.1 ocorre esta entre 450 e
500°C. Esses valores encontram-se proximos aos reportados na literatura para a perda
de massa relativa a diminuicao dos grupos OH em compostos de aluminio [34,35].

Ap6s a obtencao desse resultado, era necessario que se determinasse a
temperatura em que ocorreu a eliminagao da uréia na y-alumina calcinada a 300°C e
tratada com etanol a 70°C. Por comparacgdo entre as Figuras 4.2a e 4.2b, atribui-se a
regido de maximo da curva da derivada da perda de massa em fungédo da temperatura
na amostra de y-alumina ocorrida na regido de 350°C a perda de massa proveniente da
uréia residual, visto que ndo é observado nenhuma variacao significativa de massa na

amostra de alumina comercial apds tratamento com solugdo aquosa de NaOH para
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essa mesma faixa de temperatura. Com a perda de uréia ocorrendo em torno de 300°C
e a diminuicdo dos grupos OH na superficie da y-alumina em torno de 450°C, tentou-se
calcinar esse material a 400°C para promover a eliminagdo da uréia. Entretanto, a
porcentagem meédia em massa de carbono para as amostras calcinadas a essa
temperatura ndo apresentou uma reducao significativa no seu valor mesmo apés essa

nova tentativa de calcinacao.

110

perda de massa Los b)

relativa aos grupos ’ . .
OH da superficie 100+ Alumina Comercial
L0s5

1a)

alumina
100 *

90 4

perda de massa relativa aos grupos OH -
da superficie L

80 04

] 98
704 perda de massa

relativa a uréia

0.3

Massa (%)
Massa (%)

60

Derivada (%/°C)

0.2

) 96 -
50 -

0.1
40

0.0

N A+—m——r—F7 77— b7 1—
0 100 200 300 400 500 600 0 100 200 300 400 500 600 700 800

Temperatura (°C) Temperatura (°C)

Figura 4.2: Termogramas das anadlises termogravimétricas da +y-alumina apds
calcinagdo a 300°C e tratamento térmico com etanol a 70°C (a) e da alumina comercial
tratada com solugao aquosa de NaOH 1M (b).

Em todos os procedimentos de calcinagdo da y-alumina havia a preocupacao
com um aquecimento excessivo do material. Isso provocaria a perda dos grupos OH na
superficie. Entretanto, em virtude dos resultados apresentados no paragrafo anterior,
apds a calcinagio para a formagdo do material a 300°C, assim como a 400°C e o
tratamento com etanol para a eliminagao do nitrato residual, partiu-se para a tentativa
de eliminagdo da uréia com a calcinagido da y-alumina a 950°C. Conforme relatado
anteriormente, esse procedimento também provocaria a perda dos grupos funcionais da
superficie do material, havendo a necessidade de um procedimento para a formacao
dos grupos OH na sua superficie. A formagao desses grupos ocorreu da mesma forma
que na alumina comercial, através da reacdo quimica de oxolacéo [36] entre a solucéo
aquosa de NaOH e a superficie da alumina calcinada a 950°C.

Para avaliar a transformacao da y-alumina a forma a, pela calcinacdo do material

durante trés e setenta e duas horas a 950°C, na Figura 4.3 sdo mostrados os
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difratogramas de raios-X antes e apds as calcinacdes e para se fazer uma comparacao
entre as porcentagens em massa de carbono residual antes e ap6s o experimento,
foram feitas determinagdes por CHN e os resultados sdo mostrados na Tabela 4.1.

Ao se analisarem os difratogramas da Figura 4.3, é possivel notar que apés trés
horas de calcinacéo, a y-alumina nao é inteiramente convertida para a forma o, embora
haja a presenca de picos relativos a essa ultima forma [37]. Porém, os picos referentes
a o-alumina apdés trés horas de calcinagcdo sdo muito menores que 0S picos
apresentados pelo difratograma da amostra calcinada durante setenta e duas horas.
Entretanto, mesmo sem a conversao total para a forma «, a calcinagio a 950°C durante
trés horas foi suficiente para a eliminagao do carbono residual da amostra, conforme é
mostrado na Tabela 4.1, ndo havendo uma variacdo significativa no valor da

porcentagem massica de carbono em fungéao do tempo de calcinacao.

26
Figura 4.3: Difratogramas de raios-X da 7y-alumina apds calcinagdo a 300°C e

tratamento térmico com etanol a 70°C antes de ser calcinada a 950°C (a), ap6s 3 horas
de calcinagéo a 950°C (b) e ap6s 72 horas de calcinagéo a 950°C (c).

Tabela 4.1: Porcentagens médias de massa de carbono na y-alumina antes e apés a

calcinagéo a 950°C.

v-alumina | y-alumina | y-alumina
Alumina antes da | calcinada | calcinada
calcinacdo | 950°C/3h | 950°C/72h
% em massa de C| 10,0+0,2% | 0,3+0,1% | 0,2+0,1%
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Para reforcar os resultados discutidos anteriormente, na Tabela 4.2 sao
mostrados os valores das areas sob os picos dos difratogramas das amostras de y-
alumina calcinadas a 950°C. Pelos valores obtidos na integracdo dos picos é possivel
notar que a amostra calcinada durante setenta e duas horas apresentou uma maior
conversao para a forma o (podendo-se afirmar que a conversao foi total) do que a
amostra calcinada durante trés horas. Ao se analisarem as razdes entre as areas sob
0s picos para essas duas amostras, nota-se que o menor valor de Azn/Azn € 4,
tornando mais evidente essa conclusdo. Vale destacar aqui que a escala utilizada nos
difratogramas é a mesma e que o deslocamento ao longo do eixo y das amostras
calcinadas em relagéo a original foi feito meramente para uma melhor visualizagéo dos
difratogramas pelo leitor.

Tabela 4.2: Areas dos picos das amostras calcinadas de y-alumina.

20 Asn A72n | Azon/Asn
25 62 308 5
35 107 496 5
38 61 218 4
43 97 554 6
52 42 270 6
57 80 538 7

O emprego das aluminas utilizadas como material de partida deveu-se ao
conhecimento acumulado do grupo de pesquisa no qual esse trabalho foi desenvolvido,
em fungéo de outros trabalhos realizados com esses materiais. A y-alumina sintetizada
via sol-gel foi utilizada inicialmente devido a presenga de grupos OH na superficie
desse material. O aspecto novo e que nao havia sido tratado até o momento nos
trabalhos desse grupo de pesquisa foi a presenca de uréia residual mesmo apds a
calcinagdo a 400°C. Considerando-se a temperatura de calcinagéo, é provavel que as
bandas atribuidas a uréia sejam, na verdade, caracteristicas de biureto, substancia
formada pelo aquecimento da uréia a temperaturas elevadas.

Embora as presencas de uréia ou biureto ndo sejam empecilios para a
sintese dos alumoxanos, a presenca desses compostos ndo era conveniente para o0s
testes do alumoxano oxalato em relacdo a biocompatibilidade desse material, devido a

toxidade desses compostos para os pré-osteoblastos usados nesses testes. Dessa
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maneira, fez-se necessaria a utilizacdo de outros tipos de alumina como reagentes para
as sinteses dos alumoxanos carboxilatos no decorrer do desenvolvimento deste
trabalho. Com isso, enquanto eram feitos 0os experimentos para a elaboragdo de um
procedimento para eliminacdo da uréia da y-alumina, eram feitas as sinteses dos
alumoxanos utilizando-se alumina comercial tratada com solu¢do aquosa de NaOH.

Em relacdo a a-alumina, o seu emprego nesse trabalho deveu-se ao sucesso
dos experimentos de biomimética para o alumoxano oxalato sintetizado a partir da -
alumina apds calcinagéo a 300°C e tratamento térmico com etanol e dos experimentos
de biomimética e biocompatibilidade para esse alumoxano sintetizado a partir da
alumina comercial tratada com solugao aquosa de NaOH, conforme serd mostrado nos
préximos itens desse capitulo. Esses resultados abriram a perspectiva de se tentar
repetir esses experimentos para a o-alumina. Vale destacar que nas proteses de
alumina é a forma a que é utilizada, ja que o processo de confeccao de uma prétese
desse material envolve a sua sinterizacao, que acontece em temperaturas superiores a
conversao para a forma o. Portanto, a obtencdo de um biomaterial a partir de uma
superficie modificada de a-alumina em p6 com acido oxalico seria um primeiro passo
para a possibilidade de modificacdo de superficie de um corpo sinterizado de o-

alumina.

4.1.2. Alumoxanos

4.1.2.1. Espectroscopia na Regiao do Infravermelho

Da mesma forma que para as aluminas, a primeira caracterizagdo dos
alumoxanos foi realizada utilizando-se a espectroscopia na regiao do infravermelho. Na
Figura 4.4 sdo mostrados os espectros de FTIR do alumoxano benzoato sintetizado a
partir da y-alumina calcinada a 300°C e tratada com etanol e também a partir da
alumina comercial tratada com solugdo aquosa de NaOH em comparagcao com o
espectro do &cido benzdico.

Pode-se visualizar nos espectros dos alumoxanos benzoatos que a banda
referente ao grupo carboxila [33] (regiao 1) esta deslocada e desdobrada em 1610 e

1570 cm™, em relagdo & mesma banda no acido benzoéico (regido 2). As bandas dessa
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regido, assim como as da regido de 1460cm ™ (regido 3), também sio reportadas como
provenientes da ligacédo bidentada entre a alumina e o acido carboxilico [1], nesse caso,
representada na Figura 2.1a, resultado espectroscépico que mostra o sucesso da
sintese. No espectro do alumoxano benzoato sintetizado a partir da y-alumina, nota-se
a presenca de bandas reduzidas provenientes da uréia (regides 4 e 5), da mesma forma
e nas mesmas regides do espectro que a y-alumina utilizada como reagente, conforme
ja indicado na Figura 4.1. Dessa maneira, a presenga de uréia nesse alumoxano nao

atrapalhou a caracterizacdo desse material.
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Figura 4.4: Espectros na regido do infravermelho obtidos em pastilha de KBr para o
acido benzdico (a) e para os alumoxanos benzoatos sintetizados a partir da alumina
comercial tratada com solugédo aquosa de NaOH (b) e da y-alumina apés calcinagdo a
300°C e tratamento térmico com etanol (c). Regido 1: banda referente ao grupo
carboxila dos alumoxanos benzoatos. Regido 2: banda referente ao grupo carboxila do
acido benzdico. Regido 3: banda proveniente da ligagdao bidentada entre a alumina e o
acido carboxilico. Regides 4 e 5: bandas provenientes da uréia residual.

A comparacao do espectro na regiao do infravermelho do alumoxano oxalato
(Figura 4.5) com o alumoxano benzoato indica similaridades e diferengas entre os dois
espectros no que se refere as principais bandas de absor¢do desses materiais. A banda
atribuida a ligacao bidentada do &cido carboxilico com a superficie da alumina, que no

alumoxano benzoato situa-se na regido de 1460cm™, encontra-se deslocada para um
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menor nimero de onda no alumoxano oxalato, em 1420cm™ (regido 6). J4 em relagdo a
banda na regido de 1600cm™ no alumoxano benzoato, no alumoxano oxalato a sua
presenca ocorre em uma regido de nimero de onda maior, em 1680cm™ (regido 7), ndo
havendo o desdobramento da mesma, como ocorreu no alumoxano benzoato. Esse
valor de 1680cm™ corresponde ao mesmo nimero de onda da banda desse grupo do
acido oxalico (regido 8), visto que no alumoxano oxalato ha também um grupo carboxila
livre. Comparando-se o espectro do alumoxano com o de seu respectivo acido, ha uma
pequena banda em 1640cm™ (regido 9), proveniente do grupo carboxila ligado a
superficie da alumina.
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Figura 4.5: Espectros na regiao do infravermelho obtidos em pastilha de KBr do acido
oxalico (a) e do alumoxano oxalato sintetizado a partir da alumina comercial tratada
com solucdo aquosa de NaOH. Regido 6: banda proveniente da ligacao bidentada entre
a alumina e o acido carboxilico. Regido 7: banda referente ao grupo carboxila do acido
oxalico. Regidao 8: banda referente ao grupo carboxila livre do alumoxano oxalato.

Regiao 9: banda referente ao grupo carboxila ligado a superficie da alumina.

Os espectros do &cido vinil-acético e do alumoxano vinil-acetato sintetizado a
partir da alumina comercial tratada com solucdo aquosa de NaOH sdo mostrados na
Figura 4.6, na qual € possivel notar que, da mesma forma que no espectro do
alumoxano benzoato, a banda proveniente do grupo carboxila do acido vinil-acético,
inicialmente em 1720cm™ (regido 10), encontra-se deslocada para menores nimeros de

onda (1650cm™, regido 11). No espectro do alumoxano vinil-acetato, também ha a
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presenca da banda proveniente da estrutura bidentada mostrada na Figura 2.1c, em
1460cm ™ (regido 12).

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Figura 4.6: Espectros na regidao do infravermelho do acido vinil-acético obtido em cela
de liquidos (a) e do alumoxano vinil-acetato sintetizado a partir da alumina comercial
apoés tratamento com solucdo aquosa de NaOH obtido em pastilha de KBr (b). Regido
10: banda proveniente do grupo carboxila do acido vinil-acético. Regidao 11: banda
proveniente do grupo carboxila do alumoxano vinil-acetato. Regidao 12: banda

proveniente da ligacao bidentada entre a alumina e o acido carboxilico.

Finalmente, comparando-se os espectros do acido adipico com o alumoxano
adipato sintetizado a partir da alumina comercial tratada com solugdo aquosa de NaOH,
mostrados na Figura 4.7, também é perceptivel o deslocamento da banda proveniente
da carboxila do acido adipico, originalmente em 1690cm™ (regido 13) para nlimeros de
onda menores (1630cm™, regido 14). Também é possivel notar a presenca de uma
banda em 1590cm™(regido 15), proveniente do outro grupo carboxila da molécula de
acido adipico, visto que, da mesma forma que o alumoxano oxalato, o alumoxano

adipato também possui um grupo carboxila livre.



Capitulo 4 Resultados e Discussao 44

ol av «
a2 AW
m\\ / \‘M\l“)“‘/ \\/
13 WAL .
n Vo
V \| U1
b |
14/ \
15
4000 I 35IOO I 30I00 I 25IOO I 20IOO I 1 5IOO I 1 OIOO I 5(I)0

cm’”

Figura 4.7: Espectros na regiao do infravermelho obtidos em pastilha de KBr do acido
adipico (a) e do alumoxano adipato sintetizado a partir da alumina comercial apo6s
tratamento com solugdo aquosa de NaOH (b). Regidao 13: banda proveniente do grupo
carboxila do &cido adipico. Regides 14 e 15: bandas provenientes das carboxilas do

alumoxano adipato.

4.1.2.2. Analise Termogravimétrica

A realizagédo dos experimentos de analise termogravimétrica teve como principal
objetivo a comparacédo das amostras dos alumoxanos benzoato, oxalato e vinil-acetato
com amostras de misturas mecanicas dos reagentes de cada um desses alumoxanos.
Para isso, tomou-se o cuidado de se manter a mesma porcentagem massica de
carbono para as misturas que os valores obtidos por andlise elementar para os
alumoxanos. Dessa maneira, a analise termogravimétrica poderia mostrar
deslocamentos na temperatura de decomposi¢cdao dos alumoxanos em relacao aos
acidos carboxilicos das misturas mecanicas, indicando de forma clara a formacao dos
alumoxanos, permitindo comprovar a intensidade da ligacdo quimica entre os acidos
carboxilicos e a superficie da alumina.

Primeiramente, analisando-se os resultados referentes ao acido benzbico,
mostrados na Figura 4.8, a perda de massa desse composto ocorre na regiao de
150°C.
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Figura 4.8: Termogramas de andlise termogravimétrica do acido benzdico. Perda de
massa em funcao da temperatura (a) e derivada da perda de massa em fungédo da
temperatura (b).

Com esse resultado, ao se analisar a Figura 4.9, em que sdo mostrados os
termogramas provenientes do alumoxano benzoato e da mistura mecéanica entre a
alumina comercial tratada com solucédo aquosa de NaOH e do acido benzdico, percebe-
se a presenga de um ponto de maximo na curva de derivada da massa em fungédo da

temperatura (Figura 4.9b) nessa mesma regiao na curva da mistura mecanica.
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Figura 4.9: Termogramas de andlise termogravimétrica do alumoxando benzoato e da
mistura mecanica de alumina com &cido benzdico. Perda de massa em fungdo da

temperatura (a) e derivada da perda de massa em funcéao da temperatura (b).
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Entretanto, para o alumoxano benzoato a perda de massa proveniente do acido
benzoico ocorre em temperaturas em torno de 350°C. Como a reagéo de formagéo do
alumoxano ocorre na superficie do material, ndo ha como essa diferenca de
temperatura na perda do acido benzdico nas duas amostras ser por diferengcas na
difusdo do &cido ao ser eliminado, mas sim que na amostra de alumoxano benzoato a
interacdo do acido com a alumina € mais forte, proveniente de uma ligagao quimica.

Em relagdo aos resultados para a alumina comercial modificada com &acido
oxalico (alumoxano oxalato), os perfis das curvas termogravimétricas s&o um pouco
diferentes. Pela Figura 4.10, em que é mostrado o termograma do acido oxalico, notam-
se duas perdas de massa, em 90 e 180°C.
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Figura 4.10: Termogramas de analise termogravimétrica do acido oxalico. Perda de

massa em funcdo da temperatura (a) e derivada da perda de massa em funcao da
temperatura (b).

Embora haja perdas de massa nessa regidao dos termogramas do alumoxano
oxalato e da mistura mecanica de seus reagentes, mostrados na Figura 4.11, os perfis
dos pontos de maximo nas curvas de derivada da massa em fungcdo da temperatura
ndo sao os mesmos. Na mistura mecéanica, ha um perfil semelhante em pontos de
maximo na regido de 260 e 340°C. Nessa regido ha uma diferenca nos perfis das
curvas da mistura mecanica e do alumoxano oxalato. O alumoxano apresenta uma
perda menos brusca de acido oxalico do que a mistura mecanica por causa da maior
interacao do acido com a superficie da alumina.

1
1000
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Figura 4.11: Termogramas de analise termogravimétrica do alumoxano oxalato e da
mistura mecanica de alumina com acido oxalico. Perda de massa em fungdo da

temperatura (a) e derivada da perda de massa em funcéao da temperatura (b).

Por dltimo, na Figura 4.12 sdo mostrados os termogramas para o alumoxano

vinil-acetato e a mistura mecanica dos seus reagentes.
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Figura 4.12: Termogramas de andlise termogravimétrica do alumoxano vinil-acetato e
da mistura mecanica de alumina com acido vinil-acético. Perda de massa em funcao da

temperatura (a) e derivada da perda de massa em funcédo da temperatura (b).

Analisando-se a Figura 4.12, percebe-se uma diferenga nos perfis das curvas,
embora 0s mesmos picos estejam presentes, s6 que em diferentes temperaturas. Os
pontos de maximo na regido entre 150 e 300°C na curva da derivada perda de massa
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em fungéo da temperatura na mistura mecéanica aparecem entre 400 e 600°C na curva
do alumoxano vinil-acetato. Conforme explicada para os outros alumoxanos, essa
variagao ocorre devido a uma maior interacao entre o acido e a superficie da alumina,
proveniente de uma ligacao quimica.

Analisados em conjunto, as diferencas dos valores de temperatura de
decomposicao dos alumoxanos em relacao as respectivas misturas mecénicas de seus
acidos carboxilicos de origem e alumina mostram que ha uma maior variacdo na
temperatura de decomposi¢cdo quanto maior € o pK, do acido, conforme mostra a
Tabela 4.3. Esses resultados indicam uma tendéncia de alumoxanos provenientes de
acidos fortes serem decompostos a menores temperaturas que alumoxanos
provenientes de acidos fracos, havendo a necessidade do estudo de um namero maior
de alumoxanos carboxilatos para a comprovacdo dessa hipétese e também da
realizacao de replicatas das analises para esses alumoxanos.

Tabela 4.3: Variacao da temperatura de decomposicdo dos alumoxanos em relacao a
mistura mecanica de seus respectivos acidos carboxilicos com a alumina e valores de

pKa para seus respectivos acidos carboxilicos [38].

Vinil-

Alumoxano Benzoato| Oxalato| Acetato
Variagcdo de temperatura (°C)| 200 - 250
pKa do seu respectivo acido | 4,19 1,23 4,34

4.1.2.2. Microscopia Eletronica de Varredura

Na Figura 4.13 sao mostradas as micrografias eletrénicas de varredura dos pés
de alumina comercial tratada com solucdo aquosa de NaOH e dos pds de seus
respectivos alumoxanos: benzoato, oxalato e vinil-acetato. Nessa figura, é possivel
perceber que nao ha uma diferenca na morfologia das particulas de alumina por causa
da modificagdo da sua superficie com acidos carboxilicos. As particulas de alumoxano
apresentam formato esférico, assim como as do material de partida. O tamanho das
particulas aparentemente também é o mesmo para todas as amostras. Sendo assim,
esses resultados indicam que as sinteses dos alumoxanos s6 provocaram alteragdes

na superficie da alumina em nivel molecular e que nao houve peptizacdo da alumina
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por parte dos acidos carboxilicos utilizados na sintese. Mesmo em nivel microscopico

nao é possivel distinguir as superficies antes e depois da modificagao.

Figura 4.13: Micrografias eletrénicas da superficie da alumina comercial tratada com
solucdo de NaOH com aumento de 60 mil vezes (a); do alumoxano benzoato com
aumento de 40 mil vezes (b); do alumoxano oxalato com aumento de 80 mil vezes e do

alumoxano vinil-acetato com aumento de 45 mil vezes.

4.1.2.3. Avaliacao do Grau de Modificacao das Superficies de Alumina

Pelos resultados obtidos por ASAP e CHN para os alumoxanos, foi possivel fazer
uma estimativa de quanto a superficie de alumina foi modificada pelos grupos
provenientes dos acidos carboxilicos. A partir da obtencdo da porcentagem em massa
de carbono, por CHN, de um alumoxano carboxilato, é possivel, conhecendo-se a

massa total da amostra, determinar a massa de &acido carboxilico na superficie,
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proveniente da reacdo quimica com a superficie da alumina. Dessa forma, com a

massa de acido carboxilico, a partir da sua massa molar e do numero de Avogadro,
pode-se obter o niUmero de unidades representativas de um alumoxano presentes na
superficie modificada da alumina.

A livre rotacdo em torno do eixo do carbono da carboxila ligada a alumina faz
com que a maxima area ocupada por uma unidade representativa do alumoxano seja
um circulo de raio r, sendo esse raio a distancia entre o carbono ligado a carboxila e a
extremidade do grupo orgéanico, conforme € mostrado na Figura 4.14. Para se obter os
valores de r empregados nos calculos para cada alumoxano, levou-se em consideragao
os comprimentos de ligacdo entre os atomos dos grupos organicos de cada composto,

e 0s seus respectivos angulos de ligagao [30].
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Figura 4.14: Unidades representativas do alumoxano benzoato (a), oxalato (b) e vinil-

acetato (c) e seus respectivos raios.

Os calculos de empacotamento das unidades na superficie da alumina foram
feitos levando-se em conta o empacotamento hexagonal, em que sete circulos estao
contidos dentro de um hexagono, conforme € mostrado na Figura 4.15. Ao se fazer uma
comparacao entre as areas do hexagono com a soma das areas dos sete circulos, a
diferenca é de apenas 6%, a menor entre todas as aproximagdes utilizadas.

Calculando-se a é&rea total ocupada pelas unidades representativas dos
alumoxanos e conhecendo-se o valor da area total obtida por ASAP, determinou-se a
porcentagem da superficie de alumina que foi modificada. Nessas consideragdes, foram
utilizados os valores obtidos para a alumina comercial tratada com solu¢cao aquosa de
NaOH e de seus respectivos alumoxanos. Na Tabela 4.4 sdo mostrados os resultados
das andlises de ASAP e CHN (para carbono), dos raios dos circulos e porcentagem de

recobrimento das superficies de cada alumoxano.
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Figura 4.15: Modelo proposto de empacotamento hexagonal das unidades

representativas dos alumoxanos.

Tabela 4.4: Area superficial, porcentagem em massa de carbono, raio do circulo e
porcentagem de recobrimento da superficie dos alumoxanos sintetizados a partir da

alumina comercial tratada com solugcado aquosa de NaOH.

Material Area (m?/g)| % de C | r (10°m) |Recobrimento Superficial (%)
alumina 137 - - -
alumoxano benzoato 110 18,0+0,1 1,21 57+1
alumoxano oxalato 127 1,6+0,1 1,08 1241
alumoxano vinil-acetato 120 1,9+0,1 2,69 4813

Na Tabela 4.4 nao sdo mostrados os desvios dos valores de area para cada
alumoxano em virtude do experimento ter sido realizado em duplicata. A diferenga entre
os dois valores para o mesmo alumoxano foi de 10 m?g. Percebe-se que para as
mesmas condicdes experimentais 0 alumoxano oxalato apresenta uma area ocupada
pelos grupos organicos bem menor do que os outros dois alumoxanos, que apresentam
em torno da metade da sua superficie recoberta.

Pelos resultados dos espectros na regido do infravermelho dos alumoxanos era
esperado realmente que ndo houvesse um recobrimento total das superficies, em
virtude da presenca de bandas relativas aos grupos OH da alumina.
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4.2. Aplicacoes dos Alumoxanos

4.2.1. Superficies Hidrofobicas

Ao se modificar a superficie da alumina comercial tratada com solu¢do aquosa
de NaOH, a qual continha originalmente grupos OH, ou seja, uma superficie hidrofilica,
através da reacdo com acido benzoico, foi possivel obter uma superficie hidrofébica,
contendo grupos fenila na sua superficie. Na Figura 4.16 sdo mostradas duas
representacoes esquematicas da superficie da alumina, antes e apds a sua modificagao

com &acido benzébico.
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Figura 4.16: Superficie da alumina antes (a) e depois (b) da modificagcdo com acido

benzbico.

Nao foi possivel a obtencdo de nenhuma foto de uma gota de agua sobre a
superficie da alumina sem modificacdo visto que o espalhamento da 4gua sobre a
superficie desse material foi completo e ocorreu de modo instantdneo. Portanto,
conforme foi relatado no paragrafo anterior, os grupos OH da sua superficie a tornam
hidrofilica, sendo totalmente molhavel pela agua. Porém, ao se realizar o0 mesmo
experimento com a alumina modificada com acido benzdico, o resultado pode ser
conferido na Figura 4.17, onde é mostrada uma foto de uma gota de agua sobre a

superficie de um disco de alumoxano benzoato.
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Figura 4.17: Gota de 4gua sobre a superficie de um disco de alumoxano benzoato.

Antes de se iniciar uma discussdo mais elaborada a respeito desses resultados,
deve ficar claro ao leitor que apenas uma foto de uma pastilha de alumoxano benzoato
€ mostrada nesse trabalho em virtude da reprodutibilidade dos resultados. A variacao
do valor de angulo de contato para o alumoxano benzoato foi de +3°. Ap6s a obtengao
da foto, o programa computacional Image Pro Plus permitiu a obtengdo do angulo entre
a gota e a superficie, porém cabe ao usuario tragar as retas mostradas na Figura 1.3.
Em seguida, é fornecido o valor do angulo entre elas.

A respeito dos resultados, o valor obtido de angulo de contato para a superficie
de alumoxano benzoato foi de 70+3°. Através da Equacgédo 1.10 foi possivel estabelecer
0 quanto a modificacdo da superficie da alumina pela reacdo com &acido benzéico
diminuiu o valor do trabalho de adeséo da agua a superficie do material. Considerando-
se o termo Aoy constante, o trabalho de adesédo da agua a superficie do alumoxano
benzoato corresponde a 67% do valor do trabalho de adesdo da agua a superficie da
alumina. Ou seja, a modificacdo de superficie causou uma diminuicao do trabalho de
adesao em 1/3 do seu valor original.

O valor do angulo de contato para a gota de agua sobre a superficie do
alumoxano benzoato corresponde ao angulo de contato aparente, ou seja, 6. Portanto,
faz-se necessaria a retomada de conceitos abordados no item 1.3.1 dessa dissertacao,
mais precisamente em relagdo a maneira com que a rugosidade da superficie de um
material influencia o valor do angulo de contato. Uma superficie rugosa, como a do
disco da Figura 4.17, apresenta 6 < 0’ [14]. Sendo assim, para uma superficie polida
desse alumoxano, o valor do angulo de contato sera superior aos obtidos nesse
trabalho e o valor do trabalho de ades&o sera ainda menor.

Por ultimo, esperava-se obter também uma outra superficie hidrofébica através
da sintese do alumoxano adipato. Na Figura 2.1e é mostrada a representacao
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simplificada da superficie desse alumoxano com um carboxilato livre. Porém, ao se
analisar o numero de carbonos nesse &cido, a principio poder-se-ia imaginar a
formacao de uma estrutura ciclica, em virtude de ser possivel que os dois carboxilatos
de uma mesma molécula pudessem reagir com a superficie da alumina, formando um
ciclo. Em teoria, esse ciclo poderia apresentar estabilidade em virtude da conformagéo
da cadeia ser muito parecida com a de um ciclohexano no seu formato de cadeira, ou
seja, com todos os seus carbonos em conformagbes alternadas. Por essa razdo,
empregou-se uma solugéo de 4cido adipico com metade da molaridade da solugéo de
acido benzdico, para que houvesse uma menor competicao entre o segundo carboxilato
de uma molécula de acido adipico que ja havia reagido com a superficie da alumina e
uma carboxila de outra molécula ainda em solucao.

Pelo que foi relatado no paragrafo anterior, a superficie de um disco de
alumoxano adipato deveria ser hidrofébica caso ocorresse a formagédo da estrutura
ciclica, da mesma forma que a de alumoxano benzoato, visto que as moléculas de agua
estariam em contato com a “ponta da cadeira” do ciclo. Entretanto, a Unica diferenca do
resultado do experimento de angulo de contato obtido para a alumina e para o
alumoxano adipato é que nesse ultimo a total molhabilidade da superficie ocorreu em
poucos segundos. Sendo assim, a hipétese mais aceitavel para esse fato é que apenas
um dos grupos carboxilatos tenha reagido com a superficie da alumina, formando a
estrutura da Figura 2.1e, conforme ja havia sido obtido um indicativo que comprovasse
essa hipbdtese através das analises desse material por espectroscopia na regido do

infravermelho.

4.2.1.1. Influéncia do Valor de pK, do Acido Carboxilico na Sintese de
um Alumoxano Carboxilato

O resultado dos experimentos de angulo de contato para o alumoxano adipato
permitiu a abordagem de um outro fator relacionado aos alumoxanos carboxilatos: a
influéncia do valor do pK, do acido carboxilico na sintese do alumoxano. Na Tabela 4.5
sao mostrados os &cidos utilizados nesse trabalho e seus respectivos pKss.
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Tabela 4.5: Valores de pK; dos acidos carboxilicos empregados nesse trabalho [38].

Acido |Benzéico|Oxalico | Vinil-Acético | Succinico | Adipico
pPKai 4.19 1.23 4.34 4.16 4.43
pPKao - 4.19 - 5.61 5.41

Analisando-se os valores de pKa1, percebe-se que, a excecado do acido oxalico,
todos os valores sao proximos de 4,0, ndo excedendo uma unidade. O sucesso da
sintese mostrado nos itens 4.1.2.1 e 4.1.2.2 indica que a reacao entre a superficie da
alumina ocorre com um acido carboxilico cujo pKjy seja inferior a 5. Sendo assim, para
valores mais elevados, como o do pKa> do acido adipico a reacdo aparentemente nao
ocorre, ou entdo, a cinética de formacao do ciclo é muito lenta, havendo a necessidade
de um tempo maior para que a reacao ocorra. Reforcando a hipotese desse paragrafo,
na Tabela 4.6 sdo mostrados os valores de pK, para alguns &acidos carboxilicos
utilizados nos trabalhos reportados pelo grupo de pesquisa da Rice University

discutidos na introdu¢ao dessa dissertagao.

Tabela 4.6: Valores de pK, de acidos carboxilicos empregados nos trabalhos do grupo
de pesquisa da Rice University [38].

Acido | Acético | p-hidréxibenzéico | Metédxi-acético
pPKa 4,75 4,48 3,5

4.2.2. Testes de Biomimética

A avaliagdo de bioatividade dos alumoxanos sintetizados pela reagdo com o0s
acidos dicarboxilicos mostrou resultados muito diferentes entre o alumoxano oxalato e
0s alumoxanos succinato e adipato. Enquanto que ap6s oito horas de imersdo em SBF
ndao houve nenhum indicio de precipitacdo de fosfato de calcio na superficie dos
alumoxanos succinato e adipato, em todos os discos preparados com fy-alumina
calcinada a 300°C e tratada com etanol, alumina comercial tratada com solugio aquosa
de NaOH e a-alumina houve formagéo de cristais apdés esse mesmo procedimento para
o alumoxano oxalato. Os resultados negativos para os alumoxanos succinato e adipato
foram similares aos obtidos com os discos de todas as aluminas utilizadas nesse
trabalho sem modificacdo com acido oxalico.



Capitulo 4 Resultados e Discussao 53

Em virtude da aparéncia e tamanho dos cristais serem os mesmos em todas as
superficies modificadas com acido oxalico, assim como o fato de ndo haver nenhuma
mudanca significativa nas superficies nao modificadas por esse acido, as micrografias
aqui mostradas na Figura 4.18 retratam bem a diferenca nos resultados entre as
superficies com e sem modificacdo com acido oxalico. Na Figura 4.19, sdo mostrados o
mapeamento elementar de superficie do alumoxano oxalato e o seu respectivo espectro
de EDS. N&o € mostrada nenhuma micrografia das superficies dos outros alumoxanos
sintetizados a partir de acidos dicarboxilicos em virtude da similaridade das micrografias
das suas superficies com a Figura 4.18a.

Figura 4.18: Micrografias eletrbnicas das superficies das amostras apés 8 horas de

imersdo em SBF. (a) Alumina sem modificacdo com acido oxalico. (b) e (c) e (d)

Aluminas modificadas com &cido oxalico.
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Figura 4.19: (a) Mapeamento elementar de uma superficie de alumoxano oxalato. Em

azul, aluminio e em vermelho, célcio. (b) Espectro de EDS da mesma superficie.

Pelos resultados mostrados na Figuras 4.18 e 4.19, nota-se que os cristais
formados na superficie sdo de fosfato de calcio e que a formagcao dos mesmos na
superficie da alumina aconteceu pela modificacdo da mesma com acido oxalico, visto
que nao ocorreu nenhum processo aparente de precipitacdo na superficie nao
modificada, conforme é possivel notar na Figura 4.18a.

Percebe-se pelos resultados previamente mostrados que o alumoxano oxalato
parece ser um material especial em relagdo a sua capacidade de precipitar fosfato de
célcio na sua superficie. A precipitacdo observada para esse caso se destaca ndo sé
pela quantidade de cristais formados e pela forma como eles crescem a partir da
superficie, mas também pela velocidade observada na precipitacdo quando comparada
com a velocidade de precipitacdo normalmente reportada para outros materiais
submetidos a esse teste [39].

A precipitacao do fosfato de célcio nas superficies de alumoxano oxalato apés
essa ser imersa em SBF pode ser explicada devido ao acido oxalico ser um &cido
dicarboxilico. Sendo assim, ao ocorrer a rea¢gdo mostrada na Equacao 1.7, o grupo R
em questdo passa a ser um grupo carboxilato. Em SBF, esses grupos complexam os
ions calcio presentes na solugdo formando sitios de precipitacdo na superficie. A
formacao desses sitios nessas superficies € altamente eficaz na precipitagéo de fosfato
de calcio uma vez que nao ha trabalhos reportados na literatura onde a precipitacao

T
mn
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desse composto na superficie de um material pela imersdo em SBF ocorra em periodos
inferiores a doze horas.

Retomando-se a Equacado 1.12, a modificagcdo da superficie de aluminas com
acido oxalico propiciou uma variagdo no termo referente a parte da equacao que é
funcdo do material imerso na solucdo (ccAc +(Go — Gs1)Acs) [23]. Tendo em vista que
essa equacao € valida para processos de precipitacdo heterogénea, essa modificacdo
de superficie torna o AG de precipitagdo negativo. Dessa forma, o processo torna-se
espontaneo. Vale ressaltar que a precipitacao de fosfato de calcio em superficies de
alumina ocorre em tempos superiores aos empregados nesse trabalho e € um processo
de precipitacdo homogénea, ou seja, devido a saturacao da solucao de SBF em relacao
ao fosfato de calcio.

Entretanto, se apenas a presenca de um grupo carboxilato na superficie de um
material imerso em SBF fosse suficiente para que ocorresse o que ocorreu com 0
alumoxano oxalato, esperar-se-ia obter os mesmos resultados para os alumoxanos
succinato e adipato. De fato, ha trabalhos na literatura com superficies modificadas de
titanio de modo a também apresentarem grupos carboxilatos na superficie [28], que
consideram que a precipitacao ocorre pelo fato dos grupos da superficie possuirem
carga negativa e estendem essa possibilidade para quaisquer outros grupos com essa
caracteristica. Entretanto, nessa discussao é deixado em segundo plano um fator
importante: a solvatagdo dos grupos da superficie e dos ions calcio pelas moléculas de
agua.

Entretanto, através desse trabalho, abre-se a discussdo ndo apenas ao grupo
presente na superficie, nesse caso, o carboxilato, mas também ao tamanho da cadeia
carbdnica, ja que os resultados obtidos mostram que ela exerce influéncia no processo
de precipitacao. Pela Figura 2.1b percebe-se que os grupos carboxilatos na superficie
do alumoxano oxalato ndo podem efetuar movimentos de translacdo, apenas de
rotacdo. Por possuirem cadeias maiores, isso ndo ocorre na superficie dos alumoxanos
succinato e adipato, ja que a translacdo € permitida. Sendo assim, a hipotese
apresentada consiste que a cinética de precipitacdo de fosfato de calcio na superficie
do alumoxano oxalato é favorecida, visto que os sitios de complexacao de ions calcio e
consequentemente, de nucleacao de fosfato de calcio, encontram-se fixos na superficie
do material. Ainda levando-se em conta a cinética, ndo se pode descartar a hipotese da
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precipitagdo nas superficies desses outros dois alumoxanos, j4 que se deve estudar se
o mesmo efeito ocorrido com o alumoxano oxalato pode ocorrer em escalas de tempo
maiores.

Os resultados dos testes de biomimética mostrados nessa dissertagdo sugerem
a possibilidade de um novo tipo de recobrimento da superficie de 6xidos de aluminio
por fosfatos de célcio através de um procedimento simples, rapido e de baixo custo.
Abre-se a perspectiva de utilizacdo do material na &rea de ortopedia, visto que o
recobrimento de aluminas com fosfato de célcio sempre foi desejavel em virtude desse
ultimo ja ser reconhecidamente um material biocompativel [40] enquanto que a alumina,
quando implantada diretamente, é envolvida por tecido fibroso, isolando-a do organismo
[41].

Hoje em dia também ha outros métodos de recobrimento de superficies para
aumentar a biocompatibilidade de um material. Para que o leitor possa ter uma
comparacao mais detalhada do método de recobrimento de alumina com fosfato de
célcio elaborado no grupo de pesquisa em que esse trabalho foi desenvolvido, serdo
citados alguns deles. Nesse caso, os mais utilizados.

Um dos métodos de recobrimento das amostras de alumina mais utilizado é
conhecido como plasma spray [42], que utiliza um plasma para fundir e espalhar fosfato
de calcio sobre a superficie da amostra, exigindo, porém, um aparato mais sofisticado
do que o apresentado nesse trabalho. Outros processos sdo baseados na implantacao
de fons inorganicos (PO, Ca®* entre outros) que podem ser realizados ou pelo
tratamento da superficie com solugdes com altas concentragdes dos ions que se
pretenda implantar (ao se empregar, por exemplo, acido fosférico) ou pela confeccéao de
amostras em que sejam inseridos na sua formulagéo os ions desejados. Esse método
de implantacdo de ions tem como desvantagem modificar significativamente as
propriedades mecanicas das aluminas [43], por se tratar de um método drastico e pelo
fato da composi¢do da alumina ser modificada.

Por ultimo e mais recentemente aplicado esta o método de “inkjet printing”, em
que ha a deposicao de um material em um substrato da mesma maneira que a tinta é
colocada em um papel através do uso de uma impressora. Apesar de mais barato e
utilizando-se uma tecnologia mais avancada que os métodos citados no paragrafo
anterior, a sua principal desvantagem estd na dificuldade de se realizar esse

recobrimento de maneira tridimensional [44].
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A metodologia de modificagdo das superficies de aluminas apresentada neste
trabalho € baseada em uma modificacdo que ocorre apenas na superficie das
amostras, e, portanto, ndo altera de forma alguma as propriedades mecéanicas das
mesmas. Além desse fato, uma vez que a metodologia necessita apenas da imersao
das amostras em uma solucao de acido oxalico, a modificacdo pode ser realizada em
amostras de diferentes geometrias e tamanhos sem maiores dificuldades.

O sucesso no teste de biomimética abriu a possibilidade da realizagdo de testes
de biocompatibilidade com as amostras de alumoxano oxalato. Dessa forma, apesar do
foco desse trabalho n&o estar centrado na obtencdo de um biomaterial, mas sim de
estudar processos de modificacao e as superficies modificadas de alumina com acidos
carboxilicos, os resultados obtidos em testes in vitro e in vivo com esses materiais sao

muito significativos para serem excluidos dessa dissertacao.

4.2.3. Testes de Biocompatibilidade

4.2.3.1. Testes in vitro

Para avaliar a biocompatibilidade da alumina, bem como da alumina modificada
pelo acido oxalico, considerando-se os resultados dos testes de biomimética desses
materiais, foram realizados testes de adesdo celular com pré-osteoblastos de
camundongo MC3T3-E1 através do método de redugdo do MTT. Nesse método, esse
composto, um sal tetrazdlico de coloragdo amarela, penetra nas células e é
metabolizado na mitocdndria através da desidrogenase mitocondrial, sendo reduzido a
formazano, um composto de coloracao azul. Pelo fato da reacao ocorrer na mitocéndria,
a quantidade de formazano presente no meio é proporcional ao niumero de células em
atividade [32]. A reacao ocorrida na mitocéndria das células € mostrada na Figura 4.20.

Nesse experimento, apds a verificacdo que a modificagdo de superficie da
alumina proporcionou a precipitacdo de fosfato de calcio em fluido biomimético,
verificou-se se que essa mesma modificagdo também era capaz de alterar o
metabolismo dos osteoblastos. Outro parametro avaliado foi 0 tempo de adesao celular
(6,12 e 24 horas). Por essas razdes, foram utilizadas apenas amostras oriundas da

alumina comercial tratada com solugao aquosa de NaOH, ja que, conforme mostrado no
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item 4.1.1, a y-alumina sintetizada nesse trabalho apresenta uréia na sua composicao,
que € téxica para as células, sendo excluida desse experimento. Como controle, foram
usados os resultados obtidos com os pocos de medicdo sem nenhum material, aos
quais se atribuiu o valor de 100%. Dessa forma, os resultados obtidos com os pogos

contendo apenas as células e os reagentes serviram de “background” do experimento.

2
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Figura 4.20: Reacdo de redugdo do MTT a formazano, ocorrida na mitocondria das

células.

A Figura 4.21 mostra o histograma representativo da atividade celular na redugao
do MTT a formazano em funcdo do tempo para alumina, alumoxano oxalato e

alumoxano oxalato recoberto com fosfato de calcio.
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Figura 4.21: Numero de células em atividade apés 6, 12 e 24h (p<0,05) em contato
com as superficies dos discos de alumina comercial apds tratamento com solugao
aquosa de NaOH, alumoxano oxalato e alumoxano oxalato recoberto com fosfato de

calcio.
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A analise dessa figura mostra que a modificacdo da superficie da alumina
também modifica 0 metabolismo das células. As solugdes de formazano em DMSO
provenientes da reducao do MTT pelos pré-osteoblastos em contato com as superficies
dos discos de alumina foram as que apresentaram os menores valores de absorbéancia.
Esses valores correspondem a aproximadamente metade do numero de células
originalmente colocadas em contato com essa superficie, 0 que demonstra que ou
houve a morte de metade das células em contato com a superficie desse material ou
gue ao menos o metabolismo celular tornou-se mais lento sobre essa superficie. Nota-
se também que se obtiveram valores parecidos independentemente do tempo do
experimento.

Entretanto, ao se modificar a superficie da alumina, ha um aumento na atividade
celular dos pré-osteoblastos, ja que em média, os valores de absorbancia obtidos para
as solugdes sobre os discos de alumoxano oxalato correspondem a atividade celular de
70% da quantidade inicial de células. Esses valores também ndo foram afetados
significativamente pelo tempo do experimento. Comparando-se esses resultados com
os do paragrafo anterior, as absorbéancias das solu¢cdes de formazano sobre os discos
de alumoxano oxalato sdo 40% maiores do que as sobre as pastilhas de alumina.

Por ultimo, as solugdes sobre as pastilhas do alumoxano oxalato recobertas pela
precipitagdo de fosfato de calcio através da imersdo em SBF também apresentaram
maior absorbancia se comparadas com as da alumina, mas esses valores nao sao
muito diferentes dos obtidos para as amostras desse alumoxano sem precipitagdo de
fosfato de calcio. Também é possivel perceber que o tempo do experimento exerce
influéncia nos resultados obtidos para essa amostra, visto que a absorbéancia para as
solucdes apds 24h corresponde a cerca de 90% da atividade celular do controle.

No geral, levando-se em conta todos os resultados supracitados, a semelhanca
nos resultados obtidos para os discos de alumoxano oxalato com e sem recobrimento
de fosfato de calcio indica que a existéncia de grupos carboxilatos na superficie da
alumina ja é responsavel por uma melhora nas propriedades desse material relativas a
sua biocompatibilidade. Esses resultados concordam com o que foi observado nos
experimentos de imersao em fluido corpéreo simulado. Dessa maneira, alguns testes in
vivo foram realizados para que, ainda que de maneira preliminar, fosse possivel
verificar se essa diferenca de comportamento observada para a alumina antes e apos a

modificagdo da sua superficie com acido oxalico se mantinha.
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4.2.3.2. Testes in vivo

Conforme descrito no procedimento experimental, o alumoxano oxalato na forma
de po6 foi implantado em ratos Wistar. Assim, é necessario ressaltar que embora os
resultados mostrem bons indicios de biocompatibilidade, esses testes prévios precisam
ser repetidos e os seus resultados precisam passar por um melhor tratamento
estatistico.

As Figuras 4.22 e 4.23 mostram os resultados obtidos da microscopia Optica dos
cortes histologicos da regido implantada com cada um dos materiais. A Figura 4.22
mostra que o implante da alumina comercial tratada com NaOH sem modificacao pelo
acido oxalico (indicado pelas setas vermelhas) causou uma extensiva formagdo de

tecido fibroso ao redor do material (indicado pelas setas azuis).

tecido
fibroso

comercial

Figura 4.22: Micrografia éptica do implante de alumina sem modificagcdo com acido

oxalico.

Ja a Figura 4.23 mostra o resultado obtido para uma amostra de alumoxano
oxalato recoberto com fosfato de calcio, indicado na figura pelas setas vermelhas.
Diferentemente da amostra de alumina, o tecido formado ao redor da amostra é ésseo

(indicado pelas setas azuis) e nao fibroso. Com isso, é possivel perceber que todos os
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resultados mostrados nos itens 4.2.2 e 4.2.3 sdo concordantes entre si a respeito da
diferenca entre a superficie de alumina sem modificacdo e modificada com &acido
oxalico.

tecido O0sseo

alumoxano oxalato recoberto

Figura 4.23: Micrografia éptica do implante de alumoxano oxalato recoberto com
fosfato de calcio.

4.3. Trabalhos Futuros

Embora os resultados obtidos nos testes de biomimética e nos testes de adesao
celular tenham sido aprovados e serao publicados em breve em um periédico cientifico,
ainda ha a necessidade de um refinamento maior dos resultados de adesao celular.
Portanto, o proximo passo, dessa vez relacionado com um trabalho na area de
biomateriais, sera a realizacao do experimento do cristal violeta para esse alumoxano e
para a alumina sem modificacdo com acido oxalico, permitindo-se uma contagem de
células mais refinada. Também serdo realizados testes in vivo com um controle
estatistico do comportamento de um organismo vivo superior em relacdo a esses
materiais quando nele implantados. Dessa forma sera possivel confirmar todos os

indicios de biocompatibilidade para o alumoxano oxalato mostrados nessa dissertagao.
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5. CONCLUSOES

Nesse trabalho, alumoxanos carboxilatos foram sintetizados e o sucesso na
obtencédo desses compostos pode ser comprovado pela caracterizacdo dos materiais. Por
espectroscopia na regido do infravermelho, verificou-se que além das bandas
caracteristicas de alumoxanos reportadas na literatura, as bandas provenientes das
carboxilas dos acidos foram deslocadas para numeros de onda menores. Por analise
termogravimétrica, foi possivel verificar que ha diferengas de comportamento entre os
termogramas dos alumoxanos e os termogramas das misturas mecénicas entre seus
respectivos acidos carboxilicos e a alumina. Ha um deslocamento na temperatura
proveniente a perda do &cido carboxilico para temperaturas maiores que as da mistura
mecanica, com uma tendéncia de aumento nessa diferenca conforme a forca do acido
diminui. E necessario que se comprove essa tendéncia através da repeticdo do
experimento utilizando-se um numero maior de alumoxanos diferentes.

Através dos experimentos de angulo de contato, foi possivel constatar que a
modificacdo da superficie da alumina com &cido benzdico tornou-a hidrofébica, visto que a
superficie inicialmente apresentava-se totalmente molhavel pela 4gua, enquanto que apds a
sua modificagdo, a agua passou a formar uma gota com um angulo de 70+3° em relagéo a
superficie modificada. Essa modificagdo provocou a diminuicdo em 1/3 do trabalho de
adesao na superficie do material. Os experimentos de angulo de contato também foram de
extrema valia para a constatacao que deve haver um limite no valor do pK; de um &cido
carboxilico para que possa haver a reacdao desse composto com a superficie da alumina
para a formagcdo de um alumoxano carboxilato. Por esse trabalho, sugere-se que se
trabalhe preferencialmente com &cidos cujos valores de pK, ndo sejam iguais ou superiores
abs.

A modificacdo da superficie da alumina com acido oxalico proporcionou a obtencao
de um material com caracteristicas biocompativeis. Ao serem comparadas as micrografias
eletrbnicas da superficie da alumina com e sem modificacdo com &cido oxalico apds os
testes de biomimética, a imersao de discos de alumina modificada com acido oxalico em
SBF causou uma intensa precipitacao de fosfato de célcio na superficie desse material, com
0 mesmo nao sendo observado na superficie sem modificacdo. Nos testes de adesao

celular, houve um aumento consideravel no metabolismo celular responsavel pela reducao
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do MTT dos pré-osteoblastos em contato com as superficies dos discos dos materiais ao se
realizar essa modificacdo de superficie da alumina. Nos implantes realizados em ratos
Wistar, a modificacdo da superficie e imersdao do material em fluido corp6reo simulado
possibilitou a formacao de tecido 6sseo ao redor do implante. Em trabalhos futuros, devera
ser feito um tratamento estatistico completo sobre os resultados e, em virtude do material ja
ser propriedade intelectual do grupo de pesquisa onde esse trabalho foi realizado, havera a
necessidade da adequacao dos testes a norma ISO 10993.

Embora ndo explorada nesse trabalho, a modificacao da superficie da alumina com o
acido vinil-acético abriu a possibilidade da insercdo de grupos funcionais na superficie de
aluminas, os quais ndo poderiam ser inseridos através de uma rea¢ao quimica envolvendo
apenas uma etapa. Em trabalhos futuros, buscar-se-4 a obtencdo de novos materiais
através de reacodes entre as ligagdes duplas presentes na superficie do alumoxano vinil-
acetato e moléculas que possibilitem a formag¢do de novos grupos funcionais na superficie
desse material.

De maneira geral, esse trabalho deixa como conclusao principal que a modificagao
de superficie de um éxido de aluminio € uma possibilidade viavel para a obtencao de novos
materiais que tenham a necessidade de serem parecidos com as aluminas em relagéo as
suas excelentes propriedades mecanicas, mas que necessitem de propriedades quimicas

diferentes em relagdo as suas superficies.
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