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Resumo

Horta, Marla Karolyne dos Santos; Moura, Francisco José; Aguilar, Marilza
Sampaio. Sintese e caracterizacdo de hidroxiapatita nanoestruturada
obtida a partir de cascas de ovos de galinha utilizando sacarose como
template. Rio de Janeiro, 2020. 115p. Tese de Doutorado - Departamento
de Engenharia Quimica e de Materiais, Pontificia Universidade Catélica do
Rio de Janeiro.

A hidroxiapatita esté entre os biomateriais ceramicos de maior interesse na
area médica, pois, além da sua semelhanca com a fase inorgénica dos 0ssos e
dentes, apresenta exelente biocompatibilidade e bioatividade. Devido a sua ampla
aplicacdo e aos gastos inerentes a utilizagdo de implantes em processos
cirlrgicos, torna-se necessario o desenvolvimento de processos mais viaveis
encomonicamente e de materiais com melhores propriedades, com isso, este
trabalho teve como objetivo a sintese de hidroxiapatita (HAp) pelo método de
precipitacdo utilizando cascas de ovos de galinha como fonte de célcio na
presenca de diferentes concentragdes de sacarose, para avaliar sua influéncia nas
caracteristicas dos materiais sintetizados. A utilizacdo da casca de ovo surge
como um insumo atrativo, uma vez que é composta majoritariamente por
carbonato de célcio, um material abundante e barato. A casca de ovo foi
calcinada a 1000°C para obtencdo do CaO que foi hidrolisado para a obtencdo do
Ca(OH),.0s materiais foram obtidos pela reacéo de precipitagédo entre o Ca(OH);
e H3PO, a temperatura ambiente e com controle de pH, utilizando diferentes
quantidades de sacarose. Os materiais obtidos foram caracterizados pelos
métodos de Difracdo de Raios X (DRX), Microscopia Eletronica de Varredura
com emissdo de campo (MEV-FEG), adsorc¢do de N, a 77K (BET), Microscopia
Eletrbnica de Transmissdo (MET), espectroscopia de infravermelho com
transformada de Fourier (FTIR), anélise termogravimétrica (TG) e Fluorescéncia
de Raios X (FRX). Os resultados de DRX confirmaram a formacdo da HAp. O
FTIR apresentou as bandas correspondentes a HAp, corroborando os resultados
de DRX, identificando também bandas de carbonato. Os resultados de EDXS

confirmaram a composic¢do quimica das amostras, sendo esta de P, O e Ca. A


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1612889/CA


PUC-Rio- CertificagcaoDigital N° 1612889/CA

caracterizacdo por MEV permitiu a avaliagdo da mudanca da morfologia com o
para as diferentes da quantidade de sacarose utilizada, sendo observada uma
tendéncia a formacdo de particulas esferoidais. Os resultados de BET
evidenciaram um aumento de superficie especifica com o aumento da quantidade
de sacarose, passando de 36 para 93 m?/g, decorrente do aumento de porosidade e
diminuicdo do tamanho de particula, resultado confirmado pelo MET, com
tamanho de particula passando 50 nm para valores em torno de 10-20 nm. Para
avaliacdo da citotoxicidade foi realizado o ensaio da reducédo da resazurina para o
periodo de 24h. Os resultados obtidos indicaram que as amostras sdo ndo
citotoxicas. O ensaio de bioatividade foi realizado em meio McCoy para o
periodo de 3 e 7 dias, apresentando resultados de dissolucdo das amostras
compativeis com caracteriticas de superficies bioativas, porém, para o periodo de
da andlise, ndo foi observada a formacdo da camada bone like apatite. Os
materiais sintetizados apresentaram propriedades semelhantes aos obtidos a partir
de fontes de célcio comerciais, apresentando promissor potencial em aplicacdes
da engenharia de tecido 6sseo, além de contribuir para a reciclagem desses bio-
residuos que € a casca de ovo. Os resultados obtidos indicam que a sacarose pode
alterar as caracteristicas do material, sendo um promissor aditivo/template de
facil obtencdo e baixo custo, proporcionando materiais com elevada superficie

especifica e reducdo do tamanho de particula.
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Hidroxiapatita; nanomaterial; casca de ovo; sacarose.
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Abstract

Horta, Marla Karolyne dos Santos; Moura, Francisco José; Aguilar, Marilza
Sampaio. Synthesis and characterization of nanostructured
hydroxyapatite from chicken eggshells using sucrose as a template. Rio
de Janeiro, 2020. 115p. Tese de Doutorado - Departamento de
Departamento de Engenharia Quimica e de Materiais, Pontificia
Universidade Catdlica do Rio de Janeiro.

Hydroxyapatite is among the ceramic biomaterials of greatest interest in the
medical field, because, in addition to its similarity with the inorganic phase of
bones and teeth, it presents excellent biocompatibility and bioactivity. Due to its
wide application and the expensive surgical processes, it is necessary to develop
more viable processes and materials with better properties, therefore, the work
aimed the hydroxyapatite synthesis (HAp) by precipitation method using hen’s
eggshells as a calcium source in the presence of different sucrose concentrations,
to evaluate its effect on the characteristics of the synthesized materials. A
comparative study was also carried out with HAp samples obtained without
sucrose and with commercial Ca(OH),. The use of eggshells appears as an
attractive raw material since it is mainly composed of calcium carbonate and
because it is an abundant and cheap material. The eggshell was calcined at
1000°C to obtain CaO, which was hydrolyzed to obtain Ca(OH),. The materials
were obtained by the precipitation reaction between Ca(OH), and H3PO,4 at room
temperature with pH control, using different amounts of sucrose. The obtained
materials were characterized by X-Ray Diffraction (XRD), Scanning Electron
Microscopy with field emission (SEM-FEG), N, to 77K adsorption (BET),
Transmission Electron Microscopy (TEM), infrared spectroscopy with Fourier
transform (FTIR), thermogravimetric analysis (TG) and X-Ray Fluorescence
(XRF). The XRD results confirmed the formation of HAp. The FTIR showed the
bands corresponding to HAp, corroborating the results of DRX, in addition to the
presence of carbonate bands. The results of EDXS confirmed the composition of
the samples, being of P, O and Ca. The SEM characterization allowed the

evaluation of the morphology changes for the different amounts of the sucrose
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used, forming spheroidal particles. The BET results showed an increase in
specific surface area with the rise in the sucrose amount, from 36 to 93 m%g, due
to the rise in porosity and decrease in particle size, a result confirmed by TEM,
with particle size changing from 50 nm to values around 10-20 nm. The resazurin
reduction assay was performed for the 24h period to evaluate of cytotoxicity. The
results obtained indicate that the samples were non-cytotoxic. The bioactivity
assay was carried out in McCoy medium for 3 and 7 days, showing dissolution
results of the samples compatible with characteristics of bioactive surfaces. The
formation of the bone-like apatite layer was not observed for the analysis period.
The synthesized materials showed properties similar to those obtained from
synthetic calcium sources. Therefore, it presents promising potential in bone
tissue engineering applications, besides contributing to the recycling of this bio-
residue, the eggshell. The high specific surface area and small particle size results
obtained indicate that sucrose can be a promising additive/template that is easy to
obtain at low cost.

Keywords

Hydroxyapatite; nanomaterials; eggshell; sucrose.
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1
Introducao

Todos os anos, mais de 2,2 milhdes de pessoas em todo o mundo
necessitam realizar algum procedimento cirirgico para reparar algum tipo de
defeito désseo, tanto relacionado a acidentes criticos quanto a traumas ou
doencas degenerativas (como resseccéo de tumores), fazendo uso de enxertos
ou proteses (JAVAID e KAARTINEN, 2013).

Os processos cirtrgicos sao realizados por meio do uso de enxertos 0sseos
autélogos, aloenxertos ou materiais sintéticos biocompativeis (NEOVIUS e
ENGSTRAND, 2010), o que resulta em enormes gastos com tratamentos de
doencas e traumas teciduais (ZETHRAEUS et al.,, 2007; ZHOU et al., 2012).
Além disso, devido ao fato de pacientes mais jovens estarem fazendo uso de
implantes e ao aumento da expectativa de vida da populagdo torna-se
necessario o desenvolvimento de materiais de maior durabilidade. Isto acarreta
em um aumento no nimero de pesquisas relacionadas a sintese de biomateriais
com propriedades especificas e também de processos mais viaveis
economicamente.

O grande interesse pela hidroxiapatita (HAp) como biomaterial deve-se
ao fato desta ser a principal fase mineral dos dentes e 0sso0s, representando de
30 a 70% em massa do tecido duro. Estes dados demonstram o porqué do seu
alto grau de biocompatibilidade e semelhangcas com algumas propriedades do
0sso, incluindo a bioatividade, a biodegradabilidade e a osteocondutividade®
(DOROZHKIN et al., 2010a).

Trabalhos reportam que a hidroxiapatita em escala nanométrica
(nanoHAp) proporciona uma melhor biofuncionalidade e bioatividade,
aumentando a proliferacdo de osteoblastos (ZHOU et al.,, 2011), exibindo
também maior capacidade de reabsorcao (WANG et al., 2010; DONG et al.,
2009). A nanoHap tem elevada area superficial resultando em maior adesao
celular e interagBes célula-matriz (CAl et al., 2007; WEBSTER et at., 2001).
Assim, nos ultimos anos, biocerdmicas e biocompdsitos baseados em HAp

nanométrica tém apresentado desempenho satisfatério em diversas aplicagcbes

! Interagcdo das células responsaveis pelo crescimento celular, os osteoblastos,
com o biomaterial.
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biomédicas (VALLET-REGI et al., 2004; WANG et al., 2010; RUSU et al., 2005;
SONG et al., 2003).

A hidroxiapatita pode ser obtida por meio de rea¢Bes quimicas partindo de
diferentes reagentes que contenham os ions calcio e fosfato, utilizando fontes de
calcio comerciais ou naturais. Como exemplos de fontes naturais de ions célcio
tém-se cascas de ovos de galinha, conchas, corais dentre outros (HORTA et al.,
2019; AGUILAR et al., 2019; NUNEZ et al., 2018; GOMES et al., 2012). A HAp
pode ainda ser obtida por meio da extracdo de fontes biogénicas, como 0Ss0s
bovinos e suinos, espinhas e escamas de peixe (RAMESH et al., 2018; SHI et
al., 2018; PAUL et al, 2017; WU et, 2017; JAHAN et al, 2017
RUJITANAPANICH et al., 2014). Cascas de ovos tornam-se interessantes uma
vez que suas fontes sdo abundantes e acessiveis, proporcionando uma redugao
de gastos com matéria-prima e trazendo beneficios ambientais com a
recuperacao desses residuos (SADAT et al., 2013), além de reduzir os impactos
sobre as fontes naturais de rocha calcaria, que € um recurso natural ndo
renovavel.

Um fator importante que deve ser levado em conta na sintese sédo as
caracteristicas fisico-quimicas dos materiais, isto é, a dimenséo das particulas, a
porosidade, a morfologia e as propriedades de superficie. Dessa forma, para um
maior controle do crescimento de particula, novas abordagens tém sido
estudadas que consistem na utilizacdo de métodos de sintese na presenca de
pequenas quantidades de aditivos. Esses aditivos também chamados de
template podem ser polimeros, surfactantes e biomoléculas (WANG et al., 2008;
DA SILVA et al., 2017; QI et al., 2019; SAHA et al., 2009; YANG et al., 2013;
ZHU et al., 2018) que auxiliam no controle e alteracdo das propriedades dos
materiais.

A literatura reporta a utilizacéo de diferentes substancias como template
para a obtencdo de hidroxiapatita, como por exemplo, a albumina, vitamina C,
amido, caseina (PRAE-RAVEE et al., 2012; JAHAN et al., 2017; ZHOU et al.,
2018; BOSE et al., 2003; DA SILVA et al., 2017). O uso da sacarose é bastante
reportado para a obtenc&o de scaffolds porosos, sendo inexistente sua utilizagéo
como template para a obtencdo de HAp na forma de pé (particulas). No entanto
h& trabalhos que abordam a utilizacdo da sacarose como template para a
obtencdo de outros materiais, como por exemplo no trabalho realizado por
Sabbagha et al. (2012) para a sintese de nanoparticulas de Oxido de zinco,

motivando a utilizagdo desse dissacarideo na sintese da hidroxiapatita.
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A porosidade apresenta-se como uma caracteristica essencial para as
propriedades de materiais biocompativeis. Uma elevada porosidade pode
configurar altas superficies especificas, proporcionando maiores interacdes do
biomaterial com os fluidos corporais, resultando em uma maior adeséo celular
(RAWLINGS et al., 1993). A alta interconectividade dos poros pode, por sua vez,
permitir que as suspensoes celulares penetrem na sua estrutura, promovendo o
transporte de nutrientes e produtos residuais e, assim, estimulem o crescimento
interno dos tecidos (OHGUSHI et al., 1992).

A utilizacdo da casca do ovo de galinha para a obtencdo de fosfatos de
calcio, a citar como exemplo a hidroxiapatita, apresenta-se como uma alternativa
ao desenvolvimento de biomateriais mais vidveis economicamente. As conchas
também sao grandes fontes de carbonato de calcio, porém ha uma desvantagem
na sua utlizagdo por possuirem vestigios de chumbo e outros elementos
potencialmente toxicos como aluminio, cadmio e mercurio, encontrados em sua
estrutura devido a alta capacidade de absorcdo do carbonato. Nesse sentido, o
carbonato da casca de ovo apresenta a vantagem de ndo conter esses
elementos toxicos (MURAKAMI et al., 2007).

A utilizagdo da casca do ovo esta relacionada também a aspectos
ambientais, visto que pode diminuir problemas de poluicdo ambiental para o seu
descarte direto no meio ambiente, favorecendo o desenvolvimento de bactérias e
fungos devido ao teor de matéria organica (RIVERA et al., 1999), gerando
consequéncias indesejaveis como mau cheiro e o aparecimento de vetores de
doengas.

Apesar de serem inumeros os trabalhos voltados a obtencdo de
hidroxiapatita, ainda ha muitos desafios a serem superados, como por exemplo,
controle de morfologia e porosidade de particula, em relagdo as caracteristicas
necessarias para atuar como biomaterial. Assim, este trabalho tem como
proposta a sintese de hidroxiapatita pelo método de precipitacdo a partir da
reacdo do acido fosforico com hidroxido de célcio obtido a partir da casca de
ovo, fazendo uso de sacarose como template para avaliar sua influéncia nas
caracteristicas da HAp obtida bem como o estudo de sua bioatividade e

citotoxicidade.
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2
Objetivos

2.1.
Objetivos gerais

Sintese e caracterizagdo de pdés nanoestruturados de hidroxiapatita (HAp)
utilizando como fonte de calcio a casca do ovo da galinha e utilizando sacarose

como template.

2.2.
Objetivos especificos

e Realizar o tratamento da casca do ovo para obtencdo do 6xido de calcio;

e Sintetizar hidroxiapatita nanoestruturada por precipitacéo a partir de fase
aquosa,;

¢ Avaliar a influéncia de diferentes quantidades de sacarose na sintese da
HAp através das técnicas de caracterizagéao;

e Caracterizar os materiais obtidos por meio das técnicas de adsorcdo de
N,, difracdo de raios-X (DRX), microscopia eletronica de varredura com
emissdo de campo (MEV-FEG), microscopia eletronica de transmisséo
(MET), espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR), analise termogravimétrica (TG) e fluorescéncia de raios X (FRX).

e Sintetizar HAp utilizando Ca(OH), comercial para comparacdo com as
amostras obtidas a partir da casca do ovo, comparando também com
HAp comercial padréo Sigma;

e Selecionar amostras e avaliar a bioatividade e a citotoxicidade através de
ensaio in vitro em meio McCoy e pelo ensaio com resazurina,

respectivamente.
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Revisao bibliografica

3.1.
Biomateriais

Biomateriais sdo definidos como materiais sintéticos ou naturais que séo
utilizados para substituir partes de um sistema bioldgico ou desempenhar uma
determinada funcdo em contato com um tecido vivo. Sao utilizados como
enxertos, na recuperacdo de tecidos afetados por patologias, infeccbes e
traumas. O interesse no desenvolvimento e melhoria dos biomateriais se
intensificou com o aumento da expectativa de vida, mas para que possa
desenvolver e melhorar os biomateriais € preciso entender a resposta do
hospedeiro in vivo. E importante ressaltar que nenhum material implantado é
realmente “inerte”, pois de alguma forma todos os materiais provocam algum tipo
de resposta in vivo (HENCH et al., 2002).

Em relacdo ao tipo de resposta que os biomateriais podem ter ao
entrarem em contado com o tecido vivo, eles podem ser divididos em
subclasses: biotolerantes, bioinertes, bioativos e biorreabsorviveis (HENCH et
al., 2002).

Os materiais biotolerantes séo isolados dos tecidos hospedeiros pela
formacdo de uma camada envoltoria de tecido fibroso. A espessura da camada
formada depende do tipo de material, e quanto mais espessa, menor a tolerancia
do tecido hospedeiro ao material. Como exemplo, tém-se os polimeros sintéticos
e a grande maioria dos metais.

Os materiais bioinertes sdo também envoltos por uma camada fibrosa,
porém minima, quase imperceptivel, sendo os mais utilizados a alumina, a
zircOnia, o titdnio e as ligas de titAnio. Em um material bioativo ir4d ocorrer
ligacdes quimicas na interface implante/tecido, devido a grande similaridade
entre o material implantado e o tecido ésseo. Um material biorreabsorvivel vai se
dissolver apos determinado periodo de tempo em contato com os tecidos, sendo
degradado, solubilizado ou fagocitado pelo organismo, permitindo o crescimento
de um novo tecido formado. Materiais bioativos s&o, por natureza,

biorreabsorviveis, portanto os biomateriais de fosfatos de célcio séo classificados
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como bioativos ou biorreabsorviveis. A distincdo entre os materiais bioativos e
biorreabsorviveis pode estar associada ao fator estrutural. Bioceramicas densas
(n&o porosa) e muito cristalinas sdo um bom exemplo de materiais bioativos,
enquanto scaffolds porosos feitos de B-fosfato tricalcico (B —TCP) com HAp sao
exemplos de materiais biorreabsorviveis, assim como biocerdmicas altamente
porosas, com a mesma composi¢cdo quimica, porém pouco cristalina, que pode
ser reabsorvida dentro de um tempo consideravelmente menor (DOROZHKIN,
2010).

O alto grau de biocompatibilidade fez das biocerdmicas de fosfatos de
calcio um material de grande interesse para aplicagcbes biomédicas. Isso é
devido a grande similaridade quimica que esses materiais possuem guando
comparados ao tecido duro (6sseo) do corpo humano (LEGEROS, 2008).

O cenéario atual do estudo de compostos de fosfatos de calcio,
principalmente da hidroxiapatita, vem buscando melhorar o controle dos
parametros de sintese de modo a se obter resultados confiaveis e reprodutiveis,
e também melhorar cada vez mais as propriedades desejaveis do material para
aplicacdo como biomaterial, o que faz a hidroxiapatita um visado objeto de

estudo.

3.2.
Fosfatos de calcio de interesse bioldgico

Os fosfatos de célcio sédo materiais ceramicos com diferentes razdes
Ca/P. A Tabela 1 apresenta alguns dos principais fosfatos de calcio de interesse
para a area biomédica, sua relacdo Ca/P, formula molecular e valor do pH em
que esses materiais séo estaveis a 25°C (DOROZHKIN, 2010).

Tabela 1 - Principaisfosfatos de célcio de interesse como biomaterial.

Nomenclatura Abreviacao Razao Formula Estabilidade
Ca/P JpH (25°C)
Bruxita DCPD 1 CaHPO,.2H,0 2-6
Monetita DCPA 1 CaHPO, -
Fosfato Cag(HPO4)2(POy)4
octacalcico ocP 1,33 . 5H20 55-7
B-fosfato ] ] _
tricalcico B-TCP 1,5 B -Cas(PO4),
a-fosfato
tricalcico a-TCP 15 a-Cay(PO,); i
CaxHy(PO4)Z . nHzo
calflgi;cztrongﬁ‘o ACP 12-22  [n=3-45; 15% 5-12
20% H,0]

Hidroxiapatita HAp 1,67 Cayp(PO4)e(OH), 9,5-12
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Atualmente, os fosfatos de célcio apresentam-se como 0s principais
materiais estudados e empregados como biomaterial para a reposicdo e
regeneragdo do tecido 0sseo, pois apresentam como caracteristicas a
semelhanga com a fase mineral de ossos, dentes e tecidos calcificados.
Possuem excelente biocompatibilidade, bioatividade, auséncia de toxicidade,
taxas de degradacgéo variaveis e osteocondutividade (indicam o caminho para o
crescimento 6sseo, fazendo que ocorra sobre a superficie ou através dos poros)
(WANG et al., 2010; DONG et al., 2009; CAl et al., 2007; DOROZHKIN, 2010).

Dentre todos os compostos de fosfatos de célcio, os de maior interesse
para a area médica sdo o B-fosfato tricélcico e a hidroxiapatita (HAp), sendo
muito utilizados como enxerto 6sseo na forma de pds, “scaffolds” e blocos
densos, servindo de arcabougco para a neoformacdo o6ssea (JAVAID e
KAARTINEN, 2013). A HAp é bem estavel em fluido corporal, enquanto que o 3-
TCP é bastante solivel (HENCH et al., 2002). A estrutura desses materiais 0s
permite se ligar quimicamente ao 0ss0 e concentrar proteinas sobre sua
superficie, podendo adquirir propriedade de osteoinducdo (um dos mecanismos
de formacdo Ossea) (YUAN et al, 2010). Com isso, podem ser portadores
eficazes de osteoprogenitores e potencialmente Uteis na engenharia de tecidos
atuando na regeneragédo de tecidos duros.

A taxa de solubilidade dos fosfatos de céalcio € um parédmetro importante
para seu comportamento in vivo. A composicdo, tamanho do cristal e
cristalinidade também afetam a taxa de dissolugdo do material e as mudancas
nos parametros de rede estdo diretamente relacionadas ao tamanho e
quantidade de grupos substituintes na sua rede (LEGEROS, 1991). A
cristalinidade esta diretamente relacionada ao tamanho do cristalito, morfologia e
a distorcdo do cristal. Por exemplo, uma baixa cristalinidade ira aumentar a
solubilidade do material devido a reducao do tamanho dos cristalitos e/ou
aumento na distorcdo do cristal (LEGEROS, 1991). A dissolucao em relacdo a
composi¢do esta relacionada a relagdo Ca/P do material (Tabela 1), quanto
maior o valor dessa relacdo mais estavel o material, por isso a HAp possui uma
taxa de dissolugdo menor que o B-TCP, pois sua relacéo Ca/P é 1,67 enquanto
que a do B-TCP é 1,5 (DOROZHKIN, 2010).

Para alcancar uma taxa Otima de dissolugcdo desses materiais,
pesquisadores tém focado no desenvolvimento de materiais que contenham uma
mistura bifasica de HAp e B-TCP, uma vez que que muitos estudos tém indicado
que a dissolugdo de HAp cristalina no corpo humano apés o implante é muito

baixa enquanto que a taxa de dissolucdo do B-TCP é muito rapida
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proporcionando uma maior interacdo osso-implante (NERY et al., 1992; YANG e
WANG, 1998; JINNO et al., 2002).

3.2.1.
Hidroxiapatita (HAp)

Devido a sua versatilidade, a HAp possui aplicagcbes variadas. Por
possuir uma grande capacidade de adsorcao, ela é utilizada como fase imovel
em cromatografia liquida em processos de separacao de proteinas (KANDORI et
al., 2007; FARINAS et.al., 2007) e também na remocédo de metais pesados de
efluentes e solos (CAMARGO et al.,, 2018). A capacidade de adsorgcdo esta
relacionada a estrutura do poro e a natureza fisico-quimica da superficie do
material (AKAZAWA, KOBAYASHI, 1996; MA et al., 1993; MAVROPOULOS,
1999). Também na area ambiental, a HAp pode ser utilizada como catalisador na
decomposi¢cdo de compostos orgéanicos clorados, poluentes provenientes da
indUstria metaltrgica e da incineragéo do lixo industrial (FARIA et.al., 2008). E
também um catalisador efetivo para desidratacdo e desidrogenacdo de alcoois
primarios para aldeidos e cetonas, a altas temperaturas (CRUZ, 2016; COSTA
et.al., 2009). Como pode ser constatado, as aplicagbes da HAp ndo se
restringem somente a area biomédica. Esse material tem grande potencialidade
tecnolégica e por isso sua obtencdo, com qualidade aprimorada e baixo custo,
se faz tdo necesséria e é abordada em diversos estudos cientificos.

A HAp esté entre os materiais bioceramicos de maior interesse na area
médica, pois, além da sua similaridade a fase inorganica dos tecidos duros do
corpo  humano (dentina, esmalte dentario e 0sso0), exibe excelente
biocompatibilidade, osteocondutividade e bioatividade, permitindo a proliferacéo
de células 6sseas (fibroblastos e osteoblastos) sobre sua superficie (DE
GROOQT, 1983; HENCH et al., 2002).

Seu emprego tem sido diversificado, tendo sido utilizada para o
preenchimento de falhas ésseas de qualquer origem e reconstrucdo de defeitos
0sseos provocados por ressecgdes cirdrgicas, revestimento de superficies
metdlicas. A HAp apresenta uma grande capacidade de adsor¢édo de proteinas
em sua superficie, permitindo interac6es de ligacdes do tipo dipolo, fazendo com
qgue moléculas de 4gua e colageno sejam adsorvidos, induzindo a regeneragao
tecidual (OREFICE, 2006).

A forma, o tamanho da particula, a presenca de poros e a textura da

superficie sdo determinantes para a aceita¢do pelo tecido (DALAPICULA et al,
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2006). Atualmente, as pesquisas concentram-se no controle da sintese e na
caracterizacdo das particulas de HAp nanométricas, buscando fornecer
propriedades mecéanicas otimizadas ao material e maior proximidade morfologica
com a apatita o6ssea natural, no intuito de se obter uma melhor
osteocondutividade. Trabalhos reportam que a hidroxiapatita em escala
nanométrica com tamanho de particula inferior a 20nm pode melhorar a
biofuncionalidade e bioatividade da HAp, aumentando assim a proliferacdo de
osteoblastos (CAI et al.,, 2007; ZHOU et al., 2011) e exibem também maior
capacidade de reabsor¢cdo (WANG et al., 2010; DONG et al., 2009). A nano-HAp
tem maior area superficial resultando em melhor interag@o célula-matriz (CAIl et
al., 2007; WEBSTER et at., 2001). Assim, nos Ultimos anos, bioceramicas e
biocompésitos baseados em HAp nanométrica tém apresentado melhor
desempenho em diversas aplicacdes biomédicas em relagdo as de tamanho
micrométrico (VALLET-REGI et al., 2004; WANG et al., 2010; RUSU et al., 2005;
SONG et al., 2003).

3.2.2.
B-fosfato tricalcico

Outro fosfato de calcio muito utilizado para aplicacdes biomédicas € o B-
fosfato tricalcico (B-TCP). Ainda que apresente composicdo quimica muito
semelhante a HAp, difere quanto a reabsor¢cdo em meio biologico. A HAp é
pouco reabsorvivel, enquanto o B-TCP apresenta alta velocidade de dissolucao,
propriedade relacionada a relagdo Ca/P do material, conforme apresentado na
Tabela 1, compostos de fostatos de célcio sdo mais estavei quanto mais perto a
ralacdo Ca/P é de 1,67. (PETROV, 2001). Um material ceramico que contemple
ambas as fases torna-se preferivel ja que estes materiais sdo capazes de
responder diferentemente as complexas reacfes do organismo, sem qualquer
efeito prejudicial. O B-TCP atua com sua natureza reabsorvivel, fazendo com
gue parte do material seja dissolvida, fornecendo matéria-prima para o
crescimento do osso enquanto a HAp, de natureza bioativa, € um excelente
suporte, permanecendo no local para dar sustentacdo ao implante (LEGEROS,
2002; METSGER et al., 1982).
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3.3.
Considerac0Oes gerais sobre os fosfatos de calcio

Entre as diversas fases dos fosfatos de célcio (CaP), a hidroxiapatita é a
fase termodinamicamente mais estavel sob uma ampla gama de condic¢des.
Trabalhos reportam que durante o processo de precipitacdo, ha formacao de
fases precursoras, como fosfato dicalcio di-hidratado (DCPD) ou fosfato
octacalcico (OCP), dependendo das condicbes experimentais. Essas fases
precursoras se transformam subsequentemente para fases termodinamicamente
mais estaveis, incluindo a HAp, estando de acordo com a regra de estagios de
Ostwald para a precipitacdo de sais ibnicos fracamente sollveis (OSTWALD,
1897). Devido ao grande interesse nos fosfatos de célcio, é importante o
entendimento dos fendbmenos de nucleacao, crescimento e estabilidade quimica
de suas fases para se obter um maior controle do processo e direcionar as
condi¢cbes para a fase que se deseja obter.

A precipitacdo dos fosfatos de calcio em meio aquoso ocorre apés a
formacao da supersaturagdo da solugéo rica em seus respectivos ions, que pode
ser obtida através da elevagéo do valor do pH e/ou aumento do teor de célcio e
fosfato no meio. O aumento da temperatura também contribui para a
supersaturagdo da solucdo, uma vez que os fosfatos de calcio possuem uma
solubilidade inversa (WONG e CZERNUSZKA, 1993).

A sequéncia de precipitacdo, a partir de uma solu¢do supersaturada, €
regulada nao s6 pelo produto de solubilidade termodinamico, mas também por
fatores cinéticos. Assim, a primeira fase sélida precipitada na solucdo sofrera
alteracbes para a fase de maior estabilidade (OSTWALD, 1897; NANCOLLAS,
1982; BORKIEWICZ et al 2010; JOLIVET et al., 2000). Em valores de pH abaixo
de 4,2, a bruxita é considerada a fase mais estavel, e acima deste valor de pH é
observada a rapida formacao de ACP (fosfato de calcio amorfo) e OCP (fosfato
octacalcio), que sao termodinamicamente metaestaveis, e servem como fases
precursoras da HAp nessas condi¢bes (DOROZHKIN, 2010).

A formacdo de uma nova fase de fosfato de calcio ndo ocorre
instantaneamente. A nucleacdo de uma nova fase ocorre atraveés da formacéo
de pequenos embrides dentro da antiga fase metaestavel. Esses pequenos
embrides serdo o centro de nucleacdo para a formagdo da nova fase e
constituem o nucleo, que s6 se tornara estavel a partir de um tamanho de raio
critico e a partir desse tamanho passa a crescer. O valor do raio critico é obtido

pela equacéo de Gibbs-Kelvin. Em casos de tamanho menores que o raio critico,
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0s nudcleos séo instaveis e dissolvem, dando inicio novamente ao processo de
nucleagdo ou contribuindo para o crescimento de outros nucleos. Quando o
nucleo se torna grande o suficiente, € esperado um decréscimo de energia livre
que contribui para a estabilidade e crescimento do nucleo (JOLIVET et al., 2000;
SCHMAL et al., 2018).

A energia interfacial possui uma contribuicAo importante para a
precipitacao, visto que esté relacionada ao trabalho necessério para aumentar a
area de superficie especifica de uma substancia. Uma fase amorfa é menos
ordenada do que uma fase cristalina e tem uma energia interfacial maior
(particularmente se for hidratada e semelhante quimicamente com o ambiente
aguoso que se encontra), implicando que ela tende a ser a primeira fase a
precipitar e, posteriormente, transforma-se em uma fase cristalina mais estavel

(WONG e CZERNUSZKA, 1993).

3.4.
Sintese de fosfatos de calcio por via mida

Os processos de precipitagcdo consistem na adicdo de grupos fosfatos a
solucdes que contenham ions célcio, podendo partir de diferentes reagentes que
contenham esses ions como precursores. Apés a precipitagdo, procedem-se as
etapas de envelhecimento?, filtracdo, lavagem, secagem e tratamento térmico do
solido obtido.

Os métodos de precipitacdo apresentam diferentes variaveis/parametros
de processo, como pH, temperatura do meio reacional, concentracdo molar dos
reagentes, taxa de adicdo de reagentes e tempo de envelhecimento. Os
parametros de processo tém fundamental importancia nas caracteristicas finais
do material obtido, como dimensédo das particulas, porosidade, morfologia e
propriedades de superficie, por isso devem ser devidamente controlados. Além
do devido controle dos parametros de sintese para um melhor controle de
crescimento de particula, novas abordagens tém sido estudadas que consistem
na utilizacao de métodos de precipitacdo na presenca de pequenas quantidades
de aditivos que podem ser polimeros, agentes complexantes, surfactantes ou
biomoléculas (WANG et al., 2008; DA SILVA et al., 2017; QI et al., 2019; SAHA
et al., 2009; YANG et al., 2013; ZHU et al., 2018).

2 Etapa posterior a adicdo dos reagentes na qual ainda ocorre crescimentoe
estabilidade das particulas, e de tamanho de cristalito.
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O comportamento biolégico da hidroxiapatita €é dependente da
composi¢cdo quimica e de suas caracteristicas fisicas, por isso o método de
preparo, 0s reagentes e os parametros da sintese exercem forte influéncia no
material final. Por exemplo, a hidroxiapatita usada como sistema de liberagéo de
medicamentos requer uma morfologia que permita o carregamento de farmacos.
A cavidade na estrutura de microesferas de HAp facilita o carregamento de
farmacos e a sua liberagdo controlada. Bons revestimentos de HAp na superficie
dos implantes metalicos devem demonstrar um alto grau de cristalinidade,
estequiometria adequada, porosidade ideal e em primeiro lugar, uma adeséo
muito boa ao substrato (SZCZES et al., 2017). O tamanho e a forma da particula
do biomaterial exercem influéncia significativa na biocompatibilidade e na
formacao Ossea. As particulas de HAp a serem utilizadas como biomaterial ndo
devem apresentar formato pontiagudo (agulhas), pois ndo é um ambiente
propicio ao crescimento de células 6sseas. (DALAPICULA et al., 2006).

O uso de substancias adtivas tem sido bastante estudado, pois garante o
controle do crescimento dos cristais e possibilita ajustar as forcas eletrostéaticas
gue regem as interagdes entre as crescentes particulas inorganicas e a de
surfactantes, por exemplo (MOHANDES et.al., 2014).

Nesta linha, j& s&o conhecidas as precipitacbes com uso de
polietilenoglicol (ZUO et al., 2017), acido latico (DA ROCHA et al., 2019),
brometo de cetiltrimetilaménio (CTAB) (WANG et.al., 2008), TX-100 (JAHAN et
al., 2017), albumina, vitamina C, amido, caseina entre outros (PRAE-RAVEE et
al., 2012; JAHAN et al., 2017; ZHOU et al., 2018; BOSE et al., 2003; DA SILVA
etal., 2017).

DA SILVA et al., (2017) sintetizaram hidroxiapatita pura e modificada
organicamente, utilizando como direcionador a caseina. Variaram-se parametros
de sintese como pH (7,9 e 11) e concentracdo do direcionador (1 e 5mg/cm?),
sendo sintetizada hidroxiapatita de area superficial 106 m%g, volume de poro
0,38 cm3/g e didmetro de poro 12,95 nm, utilizando a caseina numa
concentracdo de 5 mg/cm?®, a um pH de 11,00, a uma temperatura de calcinacéo
de 300°C. Nesse trabalho foi verificado como o pH influencia nos resultados
além da quantidade caseina utilizada.

Sinteses pelos métodos hidrotérmico e micro-ondas estdo entre os
métodos que proporcionam menores superficies especificas devido as elevadas
temperaturas de processo. VIDHYA et al. (2019) obtiveram valores de superficie

especifica de 1,9 a 2,9 m?/g tanto para fontes de célcio comercial como para a
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casca do ovo de galinha utilizando a método de sintese por micro-ondas (2.45
GHz, 600W).

ZUO et al., (2017) estudaram a influéncia da variacédo do pH e da utilizagc&o
de polietileno glicol (PEG) como template na morfologia de particulas HAp,
utilizando o método de precipitacdo. A HAp preparada em pH 9 apresentou
forma lamelar com tamanho de 300 e 400nm. Com o aumento do valor do pH
para 10,5, a forma lamelar mudou para tipo haste. Em pH 11, o HAp mudou para
o formato de agulha, que mostrou um didmetro menor que a HAp em forma de
haste preparada a um pH de 10,5, tais resultados mostram a atuagdo em
conjunto do pH com o template utilizado.

WU et al. (2013) sintetizaram HAp a partir da casca de ovo de galinha,
utilizando extratos de cascas de uva, batata doce e pomelo como templates
biomoleculares para avaliar sua influéncia nas caracteristicas da Hap obtida.
Foram observadas diferengas nos tamanhos de cristalito, sendo 32, 49 e 12 nm
para os extratos de casca de uva, batata doce e pomelo, respectivamente. As
morfologias obtidas formam agulhas, bastdes e tipo “arroz”.

JAHAN et al. (2017) utilizaram acetato de calcio obtido da reacdo de
cascas de ovos de galinha com acido acético como precursor. Foram
introduzidos na reacdo o TX-100 como surfactante e o 1l-pentanol como co-
surfactante obtendo-se um material com &area superficial de 79,2 m%g. O
resultado obtido foi de fato muito satisfatorio, porém os gastos com os reagentes
utilizados elevam os custos com a reagao tornando-se uma desvantagem.

No trabalho realizado por PRAE-RAVEE WAN et al. (2012) foi utilizada
como fonte de célcio cascas de ovos de galinha para obtencdo de HAp, fazendo-
se um estudo comparativo da adicdo de ovoalbumina de modo a se melhorar as
propriedades texturais do pé, como superficie especifica, volume e tamanho de
poro. Os materiais obtidos possuiam superficie especifica de 17 a 21 m?g e
diametro médio de poro de 8 a 15nm.

ZHOU et al., (2018) estudaram a influéncia de diferentes fontes de célcio,
variando-se também a fonte de fésforo e da quantidade de vitamina C utilizada
como template. Utilizaram como fonte de célcio o Ca(OH),, Ca(CsH1,07), €
CaCl, e como fonte de ions fosfato o Na,HPO, e NasP;0,. Os autores fizeram
diferentes combinagcbes entre as fontes precursoras variando também a
guantidade de vitamina C utilizada (0,01 e 0,1 g). Foram obtidos diferentes
valores de superficie especifica em decorréncia das precursoras utilizadas

mostrando a influéncia do reagente. Em relacdo a quantidade de vitamina C, a
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que apresentou um melhor resultado de superficie especifica foi a quantidade de
0,01 g.

3.4.1.
Importancia do controle das variaveis de processos na sintese por
precipitacao

A temperatura, tanto do meio reacional quanto do tratamento térmico, é
um paramentro que possui forte influéncia na cristalinidade do material, tamanho
de cristalito, morfologia e também nas fracbes de fases cristalinas (EANES,
1998).

Em trabalhos conduzidos por KUMAR et al. (2004) (reagfes de sintese
realizada entre Ca(OH), e H3PO,) foi observado uma variagcdo na morfologia com
0 aumento da temperatura de 40 °C para 100 °C, passando de tipo agulha
(acicular) para tipo esferas. O aumento da temperatura de reagdo proporciona
picos de difracdo mais estreitos, o que significa que altas temperaturas
favorecem a acomodacdo dos atbmos em seus sitios correspondentes, sendo
indicado pelo perfil adquirido pelos picos. (KOTHAPPALLI et al., 2004).
SMICIKLAS et al.,(2005) também reportaram que aumentando a temperatura da
reacdo, o tamanho do cristalito e a fracdo da fase cristalina aumentam, enquanto
a area superficial especifica diminui. Em estudos realizados por LAZIC et al.
(2001) em um processo de sintese com temperatura do meio reacional de 15 °C,
o tamanho de particula de HAp foi inferior a 10nm e a 60 °C obteve-se um cristal
acicular com um comprimento de 100 nm. Logo, caso se deseje obter materiais
nanométricos a temperatura de sintese é um fator fundamental, o que justifica a
utilizacdo de reacdes a temperatura ambiente para este trabalho.

Logo apos a sintese, dependendo do grau de cristalinidade que se deseja
para o material, torna-se necessario um tratamento térmico, tornando o fosfato
de célcio mais cristalino. A cristalinidade € uma propriedade que altera o indice
de dissolucdo do biomaterial. Com o aumento da temperatura, torna-se mais
estavel a forma do cristal e, com isso menor, o grau de degradagdo. Quanto
menos cristalino for o biomaterial, mais rapida sera sua degradacdo e
reabsorcao (DALAPICULA et al., 2006).

A taxa de adicdo dos reagentes influencia na taxa de nucleacdo dos
cristais e também na pureza de fases com a formacao de diferentes compostos
de fosfatos de calcio (CaP). A velocidade de adicdo esta diretamente relacionada
a cinética da reacdo. A adicdo lenta de ions fosfato proporciona menor taxa de

nucleacdo e maior taxa de crescimento, favorecendo a obtencéo de particulas
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maiores. J4 altas taxas de adicdo permitem a formacdo de uma maior
quantidade de nudcleos, mas sem que haja tempo suficiente para o seu
crescimento, proporcionando pequenos tamanhos de particulas. Taxas de
adicdo muito rapidas podem resultar também em uma diminui¢cdo brusca do pH
levando a formacao de intermediarios de reagdo como HAp deficiente em célcio
(KOUTSOPOULOS, 2002; IBRAHIM et al., 2015)).

A taxa de adicdo estd diretamente relacionada ao controle do pH da
reacdo, o qual é de fundamental importancia para os processos de obtencdo de
HAp. O pH afeta significativamente a precipitagéo de hidroxiapatita por causa da
sua influéncia sobre a quantidade de grupos hidroxila livres e espécies de
fosfato.Taxas de adigcdo muito elevadas (de acido) resultam em um aumento
indesejado do contetdo de Ca(OH), no produto final. Isso pode ser explicado em
termos do pH do meio reacional. Quando o &cido é introduzido em uma taxa de
adicdo muito alta, o pH do meio diminui bruscamente (pH < 7). O &cido fosférico
por ser um 4cido triprotico fraco, pode se dissociar em diferentes ions
dependendo do valor so pH (BOUYER, 2000):

PKa = 2,2 H3PO, & H,PO; + HT (1)
PKaz = 7,2 H,PO;' & HPO;? + H* (2)
PKes = 12,3 HPO;% & PO;3 + HY 3)

Se o pH > pKa, entdo a dissociacdo de H;PO, ocorrera de acordo como
principio de Le Chatelier (BOUYER, 2000) e caso contrario, ocorrera
recombinacgdo. Portanto, quando o acido é introduzido no meio reacional a uma
alta taxa de adicdo, diminui o pH, levando a uma dissociagdo incompleta do
acido fosforico. Dessa forma, o Ca(OH),, residual ou ndo reagido, se
transformard em CaO durante o tratamento térmico. A mudanca para baixo pH
diminui o nivel de saturacdo, diminuindo a concentracdo de grupos OH’ livres,
consequentemente deslocando o equilibrio de espécies de fosfato PO,* para
HPO,* e de H,PO* para H3POy,, ou seja, os grupos fosfato estdo protonados e a
precipitacdo € menos favorecida. Além disso, o pH pode deslocar a carga das
particulas que interagem na superficie, alterando a distribuicdo de grupos
hidroxila e de prétons na interface. Em condicées de pH igual a 12, o PO,> é o
anion encontrado em equilibrio na solu¢cdo e favorece a formacdo da HAp
[Cayo(PO.)s(OH)2] (LYNN e BONFIELD, 2005).
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A velocidade de agitacdo deve ser alta o suficiente para proporcionar
meios homogéneos para a precipitacdo da HAp. Tanto a formag¢do de monetita
quanto de bruxita, fases de compostos de fosfatos de célcio formadas em baixo
pH, é favorecida em decorréncia de um meio com agitacdo insuficiente, pois sdo
formadas em regibes com baixo valor de pH, fornecendo condicbes para a
formacgdes de produtos mais soluveis (BERNDT et al., 1990).

Alguns autores optam por reacOes partindo-se de reagentes em
concentracdes estequiométricas e outros ndo. Defendendo que a razdo Ca/P da
HAp depende diretamente dos parametros controlados na reagdo (SUCHANEK e
YOSHIMURA, 1998, DOROZHKIN, 2010; MENDES FILHO, 2006). RAYNAUD et
al., (2002) obtiverem materiais com relagdo Ca/P de 1,5 a 1,67 partindo-se de
relagbes estequiométricas dos precursores, variando-se os valores do pH e da
temperatura do meio reacional. Os resultados obtidos mostram que a obteng&o
dos compostos de CaP séo fortemente dependentes do controle dos parametros
de sintese visto que os produtos obtidos, por mais que se tenha partido da
relagéo estequiométrica dos reagentes, ndo apresentaram somente a relagéo de
Ca/P igual a 1,67.

O tempo de envelhecimento desempenha um papel importante na
estabilidade da HAp produzida e também na perfeicdo estrutural do cristal
(LAZIC et al., 2001). Além disso, o processo de precipitacdo continua durante o
tempo de envelhecimento e isso leva a uma maior eficiéncia do método de
precipitacdo (SAERI et al.,, 2003). Trabalhos reportam que 0 processo de
envelhecimento foi uma etapa crucial durante a sintese de HAp pois permitiu
maior estabilidade das particulas (KOTHAPALLI et al., 2004) e a obtencédo da
estequiometria requerida (LAZIC et al., 2001).

IBRAHIM et al. (2015) utilizaram diferentes taxas de adi¢cdo da fonte de
calcio (50, 100, 200 e 400 mL/h), sendo o resultado para maior superficie
especifica obtido para a taxa de 200 mL/h (3,33 mL/min). As amostras passaram
por tratamento térmico, 700° e 950°C, obtendo-se valores de superficie

especifica de 85 e 37 m?/g, respectivamente.

3.5.
Avaliacéao in vitro dos biomateriais

Antes de ser utilizado como implante, o biomaterial deve passar por uma

sequéncia de testes onde inumeros fatores devem ser examinados. Uma das
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primeiras etapas consiste em avaliacdo bioldgica in vitro e um dos primeiros
testes é o da citotoxicidade, onde o biomaterial € colocado em contato com
células de mamiferos de uma maneira direta ou indireta. A avaliagdo sob
condi¢cdes in vitro pode fornecer dados rapidos e de menor custo sobre a
interacdo bioldgica, além de minimizar o uso de animais nas pesquisas, 0 que €
um fator desejavel. A citotoxicidade € um termo que significa causa de efeitos
toxicos (morte, alteracdes na permeabilidade da membrana celular, inibicao
enzimatica entre outros) a nivel celular, sendo empregados na avaliacdo de
novos materiais rotineiramente antes da aplicacdo em animais e humanos.

A avaliacdo de citotoxicidade direta se da pelo contato direto da célula
com o material em questdo, sendo possivel verificar a adesdo celular. Ja a
avaliacdo indireta é realizada por meio da obtengdo de um extrato do material e
esse por sua vez que entra em contato com as células (TRINCA et al., 2017). A
avaliacdo da citotoxicidade do material ou viabilidade celular para os ensaios
indiretos é feita pela analise da absorbancia em espectrofotbmetro, por se tratar
de um ensaio colorimétrico. O ensaio colorimétrico MTT (brometo de tiazolil azul
de tetrazolio) é bem conhecido, quando em contato com células ele é reduzido a
formazan puarpura, sendo, portanto a intensidade da cor é proporcional a
gquantidade de células viaveis presentes, uma vez que as células mortas nao
serdo capazes de metabolizar o MTT para reduzi-lo a formazan parpura (KUMAR
et al., 2014; SUN et al., 2017; VENKATESAN e KIM, 2010). Analogo ao MTT, o
ensaio da resazurina também ¢é bastante utilizado para avaliacdo da
citotoxicidade de materiais, e quando comparado ao MTT, apresenta melhor
desempenho (ZHANG et al., 2004; O'BRIEN et al., 2000; HAMID et al., 2004). A
a resazurina de cor azul ao ser metabolizada pelas células é reduzida a
resorufina de coloracdo rosa, a intensidade da cor reflete diretamente as células
metabolocamente ativas, sendo a andlise realizada em espectrofotdmetro para
determinacgdo da absorbancia.

Para ambos os métodos, direto ou indireto, é avaliado o nivel de
letalidade das células, que define se o material € ou néo citotoxico, dentro de um
limite, sendo utilizado para isso o estabelecido pela norma ISO 10993-5 (ISO,
2009), onde a diminuigédo da viabilidade celular em mais de 30% € considerada
um efeito citotoxico. Posteriormente, testes in vivo se fazem necessarios para a
avaliagdo do material em termos de biocompatibilidade, definida como a
resposta do meio fisiolégico ao corpo implantado. Outra etapa verifica a
adequacdo do material em exercer a funcdo pré-estabelecida, a qual o implante

foi destinado, determinando sua biofuncionalidade. Testes mais prolongados
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podem ainda revelar se ha chances de respostas carcinogénicas ao longo dos
anos (SEPULVELDA et al., 1999).

A literatura reporta inimeros trabalhos voltados para testes in vitro para
diferentes biomateriais, destacando-se a utilizagcdo da hidroxiapatita, que avaliam
inameros fatores, como morfologia, tamanho de particula, composi¢do, entre
outros. SUN et al. (2017) realizaram o ensaio de MTT para amostras de HAp
obtidas a partir de osso bovino em comparacdo a HAp sintética. Os resultados
de viabilidade celular para as amostras derivadas do osso foram superiores a da
amostra de HAp sintética. Resultados semelhantes também foram obtidos por
MICULESCU et. al. (2018) onde a viabilidade celular para particulas obtidas a
partir de conchas foi superior a HAp sintética utilizada para comparagéo.

RAO et al. (2019) estudaram a relacdo de diferentes morfologias,
superficie especifica e tamanho de cristalito da HAp com a viabilidade celular.
Foram analisadas morfologias tipo bastdo, agulhas, esfera e placa. A ordem de
maiores area superficial e tamanho de cristalito foram
placa>esfera>agulha>bastdo e placa>agulha>bastdo>esfera, respectivamente. A
particula com maior viabilidade celular foi a tipo placa, com maior area superficial
e maior tamanho de cristalito. Dentre as demais, a menor viabilidade celular
foram as particulas esféricas, com menor tamanho de cristalito e maior area
superficial. Além da liberacdo de substancias que venham a serem toxicas, as
caracteristicas fisicas como tamanho e morfologia podem ser fatores causadores
de toxicidade de um material, visto que, quanto menor a particula, maior a
tendéncia de entrar nas organelas subcelulares, e proporcionar uma maior
citotoxicidade além da relacdo com concentracdo que pode afetar diretamente a
atividade celular (ZHAO et al., 2013; YANG et al., 2018; RAO et al. 2019). Assim,
deve-se trabalhar em conjunto com as caracteristicas dos materiais, para se
achar um equilibrio de suas propriedades e por fim ser utilizado como biomaterial
em decorréncia da resposta dado pelo organismo.

VENKATESAN e KIM (2010) estudaram o efeito da temperatura de
tratamento térmico (600°, 900° e 1200°C) na resposta citotoxica do material por
meio do ensaio MTT, utilizando nanoparticulas de HAp obtidas a partir de osso
de atum. As amostras obtidas a 1200°C proporcionoram maior viabilidade celular
em relacdo aos demais podendo-se relacionar esse resultado ao tamanho de
particula das amostras, uma vez que elevadas temperaturas tendem a aumentar
o tamanho de particula.

YANG et al. (2018) também estudaram a relagédo do tamanho de particula

na viabilidade celular relacionando essa propriedade a concentragdo de material.
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Foram utilizadas nanoparticulas de HAp com tamanhos de 50, 100 e 150nm,
cada tamanho nas concentracdes de 5, 10 e 50 yg/mL. Os autores observaram
gue a concentracdo teve uma mais influéncia em relagdo a viabilidade celular
quando comparada ao tamanho de particula. Para o periodo de incubagédo de
24h, a concentracdo de 50 ug/mL apresentou-se mais toxica as células para os

trés tamanhos, enquanto que os demais foram bastante semelhantes.

3.6.
Aproveitamento da casca do ovo de galinha

A casca do ovo de galinha é um dos principais subprodutos oriundos da
industria de alimentos (KING’ORI, 2011), sendo na maioria das vezes pouco
valorizado e tendo como destino lixdes ou aterros sanitarios. O descarte
inadequado desses materiais pode causar problemas ambientais relacionados a
proliferacdo microbiana devido a quantidade de matéria organica residual. De
modo a reduzir o descarte desse material, buscam-se alternativas de uso para o
reaproveitamento dos mesmos, que vao desde sua utilizagdo como fertilizante
de solos até matéria-prima de compostos de fosfatos de calcio (LAKA et al.,
2017; OLIVEIRA et al., 2009).

O principal constituinte mineral do ovo é a calcita, fase mais estavel do
carbonato de calcio (CaCOs), sendo constituida também de quantidades muito
baixas de fosfato de magnésio (1,9%) (DUPOIRIEUX, 1999). A casca representa
11% do peso do ovo, correspondendo a 94% de CaCO; (RIVERA et al., 1999). A
producdo mundial de ovos gera em torno de 5,92 milhGes de toneladas de
residuos anualmente.

As cascas também podem ser utilizadas na alimentagdo humana e
animal, mas na forma de citrato de calcio, uma vez que este € mais bem
absorvido pelo organismo em relacdo ao carbonato de calcio (BRUN et al.,
2013).

A casca de ovo pode ser utilizada como adsorvente, sendo promissora
para a remocdo de metais pesados, atuando como remediador natural em
processos de descontaminacdo. VIEIRA et al. (2014) utilizaram a casca como
adsorvente de metais pesados em meio aquoso, tendo bons rendimentos
relacionados a adsorgcdo desses metais.

HSIEH (2008) avaliou sua utiliza¢do na industria de papel e celulose para

ser utilizada no processo de branqueamento do papel e também a utilizagdo da


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1612889/CA


PUC-Rio- CertificagcaoDigital N° 1612889/CA

35

membrana para producdo de aminoacidos e também para ser utilizada como
suplemento na ragdo animal.

A sua utilizacdo como catalisador para a producdo de biodiesel é
bastante ampla, tendo diversos trabalhos relacionados (LAKA et al., 2017). Outra
aplicacdo promissora é sua aplicacdo no uso de prote¢cdo UV para o poliestireno
e 0 nylon o que ajudou a minimizar danos causados pela radiagédo, podendo ser
utilizado na industria téxtil (MAURER et al., 2015; FECYR-LIPPENS et al. (2017).

Ao longo dos anos, foram desenvolvidos estudos relacionados a
utilizacdo da casca de ovo como fonte de calcio para a sintese de hidroxiapatita
e outros compostos de fosfatos de célcio (HORTA et al., 2019; AGUILAR et al.,
2019; SANOSH et al.,, 2009a; NAYAR, GUHA, 2009), os quais possuem
inimeras aplicagbes tecnologicas, como catalisadores de reacdes quimicas,
removedor de metais pesados, adsorvente em cromatografia liquida e como
biomateriais em aplicacdbes médicas e dentarias. Esses estudos possibilitam
agregacado de valor a esse residuo, minimizando problemas ambientais devido
ao descarte inadequado e proporciona uma reducdo nos gastos com a sintese

de biomateriais.

3.6.1.Utilizacdo da casca do ovo de galinha na producdo de
hidroxiapatita

A utilizacdo do célcio oriundo das cascas de ovos na sintese de
hidroxiapatita (HAp) e outros fosfatos de célcio j& foi relatado em diversos
estudos ao longo dos anos, sendo obtidos a partir de outros métodos e rotas de
sintese (RIVERA et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2009; NAYAR e GUHA, 2009;
SANOSH et al.,, 2009a; GOMES et al., 2012; KUMAR et al., 2012;
GOLOSHCHAPOQV et al., 2013; IBRAHIM et al., 2013; WU et al., 2015; JAHAN et
al., 2017), como a partir da conversao do carbonato de calcio em precursores
distintos portadores de ions célcio por meio da reacdo com diversos acidos,
conforme reportado por GOMES et al. (2012), trabalho no qual testaram
diferentes rotas para a sintese de compostos de fosfatos de célcio. Reagiu-se a
casca de ovo com os acidos HCI, HNO;, H,SO,, CH;COOH obtendo assim
precursores variados para a posterior obtencdo de compostos de fosfato de
calcio (CaP).

RIVERA et al. (1999) propuseram sintese uma hidrotérmica entre CaO

obtido da decomposicdo do carbonato da casca do ovo e Caz(POy), que foram
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aguecidos a 1050°C por 3h. O material obtido foi composto majoritariamente por
hidroxiapatita, apresentando também tracos de CaO e Ca(OH),.

RAMESH et al. (2016) obtiveram hidroxiapatita a partir da reacéo direta
da casca do ovo de galinha (previamente tratada para a remocao de impurezas)
com hidrégeno fosfato de calcio dihidratado (CaHPO,.2H,0). Foram utilizadas
diferentes temperaturas de calcinagdo, de 1100 a 1350°C onde se obtiveram
particulas de tamanho micrométrico, sendo o menor tamanho médio de particula
obtido de 0,58 pum. A hidroxiapatita apresentou estabilidade até 1300 °C, em
temperaturas mais elevadas, ela se transforma em alfa fosfato tricalcico (a-TCP)
e fosfato tetracélcio (TTCP).

SANOSH et al. (2009a) obtiveram hidroxiapatita nanométrica de 30-50nm
com morfologia esferoidal, por meio da sintese pelo método sol-gel entre nitrato
de célcio (Ca(NO3),) e (di)hidrégeno fosfato de potassio (KH,PO,). O nitrato de
calcio foi obtido a partir da reagdo de CaO proveniente da calcinagdo da casca
de ovo, com acido nitrico (HNO3z). O método utilizado por IBRAHIM et al. (2013)
foi semelhante ao utilizada por SANASH et al. (2019), tendo como diferenca a
fonte de ions fosfato, como resultado foi obtida hidroxiapatita mesoporosa com
superficie especifica na faixa de 35-212m?/g e tamanho de particula na faixa de
8,9 a 53,7nm, as diferencas s&o decorrentes das temperaturas de calcinacéo
utilizadas.

KAMALANATHAN et al. (2014) sintetizaram hidroxiapatita pelo método
de precipitacdo a partir do CaO obtido da casca de ovo de galinha. O material
ndo apresentou a formacao de fases secundarias, com tamanho de particula de

48,2nm, morfologia tipo agulha e tamanho de cristalito de 35nm.
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Materiais e Metodologia Experimental

4.1.
Reagentes quimicos

e Acido (orto) fosférico (HsPO,) 85%, P.A. (marca ISOFAR);
e Hidroxido de aménio (NH,OH) P.A ACS (marca ISOFAR);
e Hidréxido de célcio (Ca(OH),) (marca ProQuimico);

e Sacarose P.A. (marca ProQuimico);

¢ Hidroxiapatita comercial (marca Sigma).

4.2.
Obtencéo e tratamento da casca do ovo

As cascas Uutilizadas no trabalho foram provenientes do consumo
doméstico, sendo empregadas apenas cascas brancas. As cascas foram
lavadas em agua corrente e detergente neutro para retirada do excesso de
material organico e posteriormente foram imersas em agua destilada e
aguecidas por 30 minutos a 60°C. Em seguida o material foi seco a temperatura
ambiente por 72 horas.

As cascas foram tratadas termicamente em mufla a 1000°C por 2 horas
para eliminacdo de todo material organico e conversao do carbonato de célcio
(CaCO3) em 6xido de célcio (CaO) segundo a Eq. (1). A Figura 1 apresenta um

fluxograma referente as etapas realizadas na primeira fase do trabalho.

CClC03(S) 4 CClO(S) + COZ(g) 1
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[ Casca de ovo ]

-

Lavar com detergente
e agua corrente

-

Aquecer a 60°C/ 30
minutos

-

Secar (Temp.
ambiente)/ 72h

-

[Calcinara 1000°C/2h ]

oo )

Figura 1 — Etapas do tratamento da casca de ovo e obtenc¢éo do CaO.

-

4.3.
Sintese da hidroxiapatita

Para garantir um bom controle da adicdo do &cido e consequentemente do

pH, foi utilizada uma bomba dosadora peristaltica (fabricante Milan, modelo 626)

e um agitador mecanico (fabricante Quimis, modelo Q-235-1), de modo a
garantir também uma boa homogeneidade do meio reacional.

A sintese ocorreu por meio da reacao entre acido fosférico comercial

(HsPO,) e hidroxido de célcio obtido da hidrélise do CaO (Eq. 2) proveniente da

calcinacdo da casca de ovo de galinha. As reacdes foram realizadas com a

relacdo de Ca/P de 1,67 para a obtencdo de 5 g de hidroxiapatita.

1OCCI(OH)2(aq) + 6H3(P0)4(aq) d CalO(P04)6(0H)2(S) + 18H20(l) 2
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Foram utilizados 50 mL de soluc¢do de H;PO, (3,40 g) e uma suspensao
de Ca(OH), preparada com 2,70 g de CaO diluidos em 50 mL de 4gua destilada.
Na Tabela 2 estdo dispostas as quantidades utilizadas de reagentes.

Tabela 2 - Quantidade dos reagentes utilizados nas reacdes quimicas.

Precursor Quantidade N° de mols Relacao Ca/P
CaO 2,70g
0,05
Ca(OH), 3,70 ¢ 1,67
H3:PO, 1,80 mL (3,40 g) 0,03

A solucdo de Ca(OH), foi agitada por 30 minutos em temperatura
ambiente. Posteriormente a solugdo de H3;PO, foi adicionada a solucdo de
Ca(OH), a uma taxa de 3,33 mL/min (IBRAHIM et al., 2015). A reacao foi
conduzida a temperatura ambiente sem controle da atmosfera. O pH foi corrigido
quando necessario com a adi¢do de hidréxido de amoénio PA para que o meio
reacional se mantivesse em pH 12 para garantir a completa dissociagdo do
H;PO, (BOUYER, 2000). Ao término da adicdo do acido, a suspensdo foi
envelhecida por 1 hora em temperatura ambiente sob constante agitacao.

As reagBes com sacarose ocorreram segundo a metodologia previamente
descrita, diferindo apenas na adigdo de 50 mL de solug&o de sacarose a solugéo
de Ca(OH), Apds essa mistura, a solugcdo foi agitada por 30 minutos a
temperatura ambiente. Na Tabela 3 estdo dispostas as quantidades de sacarose

utilizadas em cada reacao e o cédigo referente a cada amostra.

Tabela 3 - Concentracdes das solugdes utilizadas nas reacdes.

Amostra/ Quantidade de
codigo sacarose (g)
HAp.amb 0
HASO05 0,5
HAS1 1
HAS2 2
HAS3 3
HAS4 4
HAS6 6
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Apbs o periodo de envelhecimento de 1 hora, os precipitados obtidos
foram filtrados e lavados com &gua destilada para remoc¢édo do hidréxido de
amonia. O material foi seco a 100°C por 5 horas em estufa e tratados
termicamente a 600° e 800°C por 2 horas. Posteriormente, o material foi
desaglomerado em pistilo e almofariz. A Figura 2 apresenta um esquema
simplificado com as etapas realizadas no processo de sintese.

T

V{Taxa de adigdo do acido: 3,33 mL/min;

[ Solugédo de ]_)[ Ca(OH), ]
sacarose

Corregao do pH com NH4OH{ pH 12

Envelhecimento/1h (Temperatura ambiente)

_Filtragao e lavagem

-

_ Secagem 100°C/5h
A4

( N\

HAp.amb
“verde”

S
‘l(, Calcinagao/2h . 600°C
~ « 800°C

s ~

HAp.600
HAp.800

. S

Figura 2 - Etapas do processo de sintese.

As amostras obtidas foram nomeadas como HAp.amb, HASO05, HAS1,
HAS2, HAS3, HAS4 e HAS6 de acordo com as condi¢Bes de sintese utilizadas
para facilitar a identificagéo, conforme apresentado na Tabela 3. O termo “verde”
€ utilizado para materiais que ndo passaram por tratamento térmico, no qual o
perfil dos picos obtidos no difratograma é bastante largo, indicando que os
atomos ndo estdo perfeitamente ordenados. Para as amostras tratadas
termicamente, foi acrescido a temperatura ao final do nome inicial, por exemplo,
HAS05.600 e HAO05.800, calcinadas a 600°C e 800°C, respectivamente. As
amostras tratadas termicamente a 600° e 800°C derivadas da HAp.amb foram

codificadas como HAp.600 e HAp.800, respectivamente.
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Para fins comparativos, foi sintetizada uma amostra de HAp utilizando
Ca(OH), comercial (ProQuimico). A amostra, nomeada como HAp.com foi obtida
segundo as mesmas condi¢des de sintese da amostra HAp.amb. A amostra
também foi tratada termicamente a 600° e 800°C e nomeadas como HAp.com,
HAp.com.600 e HAp.com.800. As informacdes referentes a quantidade de
reagentes estao dispostas na Tabela 2.

4.4.
Caracterizacao

A seguir, sdo apresentadas as técnicas de caracterizacao

empregadas para o estudo dos materiais sintetizados.

4.4.1.
Adsorcao Fisicade N;

Para a caracterizacdo textural dos materiais produzidos, foram
determinadas a superficie especifica (método BET), volume de poros (método
BJH, entre 17 e 3000 A) e tamanho médio de poro (4V/A pelo método BET)
através da adsorgdo fisica de N, a 77K. As analises foram realizadas no
Laboratério Nucleo de Catalise (NUCAT) do programa de Engenharia Quimica
da COPPE/UFRJ.

A técnica consiste na adsorcao fisica de N,, utilizando um equipamento
Micromeritics ASAP 2010. Primeiramente, as amostras foram pré-tratadas sob
vacuo a 300 °C por 12 horas para a remocédo de agua e produtos volateis que
pudessem estar adsorvidos na superficie das amostras, impedindo a posterior
adsorcao de moléculas de nitrogénio. Apoés resfriadas e pesadas, prosseguiu-se
a obtencado das isotermas pelo método volumétrico, com a adsorcédo de N, a -
196°C.

4.4.2.
Difracdo de Raios-X (DRX)

Neste trabalho, os difratogramas para as amostras em p6 foram obtidos
em um aparelho PANalytical, modelo X'Pert PRO MPD, radiacdo de cobre
CuKa, A = 0,15418 nm, tensdo de 40 kV e corrente de 40 mA. A varredura foi de

26 = 10° - 80°, com 0,05° por passo e taxa de aquisi¢cdo de 2,5°/min. As analises
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foram realizadas no Laboratério de Cristalografia e Difracdo de Raios X do
Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas (CBPF).

Dentre as vantagens da técnica de Difracdo de Raios X para a
caracterizacdo de fases, destacam-se a simplicidade e rapidez do método, a
confiabilidade dos resultados obtidos (pois o perfil de difracdo obtido é
caracteristico para cada fase cristalina), a possibilidade de analise de materiais

compostos por uma mistura de fases e uma analise quantitativa destas fases.

4.42.1.
Método de Rietveld

Para quantificar as fases presentes nos difratogramas de DRX foi utilizado
o método de Rietveld (Rietveld, 1969) por meio do software TOPAS-academic v.
5.0, que utiliza parametros fundamentais no método de refinamento. As fichas de
indexacdo empregadas foram obtidas no banco de dados ICSD (Inorganic Cristal
Structure Databese).

Para verificar se o refinamento realizado foi adequado, sao verificados
alguns indicadores estatisticos nhuméricos no arquivo de saida gerado apds o
refinamento. Alguns dos indicadores mais utilizados sdo: R-fator Estrutura (RF),
R-Bragg (RB), R-perfil (Rp), R-perfil ponderado (Rwp), Goodness of Fit (GOF ou
S) e R-esperado (Re). Os mais importantes sdo os indicadores Rwp, que é
considerado um dos indices que melhor reflete o progresso do refinamento, e o
GOF, que deve ser equivalente a 1 (refinamento perfeito), entretanto, valores
abaixo de 5 refletem um refinamento otimizado na pratica. Neste trabalho foi

avaliado o indicador GOF.

4.4.3.
Microscopia eletrénica de varredura com emissdo de campo (MEV-
FEG)

A microscopia eletronica de varredura foi utilizada para o estudo da
morfologia e da superficie do material sintetizado. As analises foram realizadas
no Laboratério Multiusudrio de Nanofabricagdo e Caracterizagdo de
Nanomateriais (NANOFAB) da Universidade do Estado do Rio de Janeiro
(UERJ), utilizando um equipamento de modelo JSM-7100F da fabricante JEOL.

Devido as caracteristicas nanométricas das amostras usadas
neste trabalho foi usado um MEV com canhdo FEG. O preparo das amostras

consistiu em pulverizar sobre uma fita de carbono,dupla face, o p6 de HA.
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4.4.4.
Microscopia eletronica de transmissao (MET)

A microscopia eletrbnica de transmisséo foi utilizada para se obter imagens mais
detalhadas do material. Nesta etapa de caracterizacdo foram utilizados dois
equipamentos, um na Divisdo de Metrologia de Materiais (DIMAT) no Instituto de
Metrologia e Qualidade (INMETRO), em um microscopio Modelo Titam do fabricante FEI
Company com corretor Cs trabalhando em 80 e 300kv. Trabalhou-se nos modos campo
claro (BF), campo escuro (DF), padrdo de difracdo (DP), no modo varredura (STEM)
usando um detector de alto angulo (high-angle annular dark-field - STEM-HAADF),
espectroscopia de energia dispersa de raios X (EDXS) e alta resolu¢do (HRTEM). Foram
realizadas andlises Transformada de Fourier (FTT) e Transformada de Fourier Inversa
(IFTT) utilizando o software Gatan Digital Micrograph. E no Centro Brasileiro de
Pesquisas Fisicas (LABNANO/CBPF) em um microscépio modelo JEM 2100F do
fabricante JEOL operando no modo convencional de microscopia eletrdnica de
transmissao (TEM) trabalhando em 200kV.

As amostras analisadas foram HAp.amb, HAS1.600, HAS3.600 e a HAp da marca
Sigma preparadas por meio da dispersdo do material em &lcool isopropilico com agitacéo
em banho ultrass6nico por 10 minutos para garantir a homogeneidade da suspenséo. As
particulas de HAp estudadas foram depositadas em grades de cobre (Cu), com “holey”

de filme de carbono a partir de uma suspenséo previamente preparada.

4.4.5.
Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

As amostras foram previamente secas em estufa, misturadas em KBr,
prensadas para obtencdo de pastilhas e submetidas a andlise na regido do
infravermelho (400 - 4000 cm™) em um espectrémetro de infravermelho Perkin
Elmer Spectrum Two com resolucdo de 4 cm™.

A andlise permite a identificacdo das bandas correspondentes aos grupos
funcionais do material em analise, complementando a analise por difracdo de
raios-X e EDS. A andlise foi realizada no laboratério do Departamento de
Engenharia Quimica e de Materiais (DEQM) da Pontificia Universidade Catdlica
do Rio de Janeiro (PUC-RI0).
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4.4.6.
Espectroscopia de Fluorescéncia de Raios X (FRX)

A analise gquimica foi realizada no CaO obtido ap6s o tratamento térmico
da casca de ovo de galinha. O p6 foi prensado sob a forma de pastilha com
tetraborato de litio (Li,B;O;). A andlise foi realizada em um espectrometro de
Fluorescéncia modelo AXIOS-MAX da fabricante Panalytical no Laboratério de
Cristalografia e Difracdo de Raios X do Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas
(CBPF).

4.4.7.
Andélise termogravimétrica

O estudo do comportamento térmico foi realizado para avaliar a
degradacéo da sacarose, sendo utilizada a amostra HAS3, em um equipamento
de andlise térmica simultanea STA 449 F3 Jupiter, com fluxo de ar (10 mL/min) e
com taxa de aquecimento de 15 °C/min, a partir da temperatura ambiente (~ 25
°C) até 600°C, permanecendo nessa temperatura por 4 horas. A analise foi
realizada no laboratério do Departamento de Engenharia Quimica e de Materiais
(DEQM) da Pontificia Universidade Catélica do Rio de Janeiro (PUC-RI0).

4.5,
Ensaios in vitro de bioatividade e de citotoxicidade

4.5.1.
Obtencao e esterilizacdo das pastilhas

As pastilhas foram preparadas no laboratério de criopreservacdo de
células tronco na empresa R-crio, localizado em Campinas, utilizando uma
prensa hidraulica do fabricante Protécni, 150 mg de amostra a uma pressao de
0,5 ton (17,75 kgf/cm?) obtendo-se pastilhas de 10 mm de diametro (Figura 3).
As amostras utilizadas nos ensaios in vitro foram HAp.amb, HAp.600, HAS3.600
e HAp.com. Estas amostras foram selecionadas em decorréncia dos seus
valores de superficie especifica BET e morfologia.

As pastilhas obtidas foram esterilizadas em uma mistura de gas composta
de 30% de 6Oxido de etileno e 70% de dioxido de carbono, ficando expostas por 8
horas a temperatura de 40°C e umidade relativa de 30 a 80%. O processo

ocorreu aplicando-se vacuo por 15 minutos, com posterior entrada da mistura do
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gas até uma pressdo de 0,5 kgf/lcm? Ao término deste processo, as amostras

foram aeradas por 10 minutos com ar filtrado.

Figura 3 — Pastilhas obtidas a partir da prensagem dos pés.

45.2.
Citotoxicidade indireta: viabilidade celular

Os ensaios de citotoxicidade indireta foram realizados no Laboratério de
Engenharia de biorreagcdes e coloides (LEBC) da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP), seguindo a norma ISO 10993-5/2009. Os ensaios foram
divididos em 4 etapas. Todo material utilizado (vidrarias e equipamentos) estava
devidamente esterilizado e o procedimento foi realizado em capela de fluxo

laminar.

1% etapa: Obtengéo dos extratos

Primeiramente pesou-se cada pastilha (material previamente esterilizado),
adicionando-se meio de cultivo na proporcao de 0,1 g de material por mililitro de
meio de cultivo a-MEM suplementado para obtengcédo do extrato da amostra em
questédo (a-MEM suplementado com 10% v/v de soro fetal bovino e 1% v/v dos
antibioticos penicilina/estreptomicina). As amostras foram incubadas a 37 °C por
periodos de 24 e 48 horas para obtencdo dos extratos.

Os extratos obtidos em 24 e 48 horas foram denominados grupo 1 e grupo
2, respectivamente. As pastilhas foram dispostas em uma placa de 24 pocgos,
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conforme representado na Figura 4. Cada amostra foi feita em duplicata para 24

e 48 horas, respectivamente.

[ HOOOOO@®
0000
12000 .

s — — \m’

D000

Figura 4 - Mapa da placa de 24 pocos (a) e placa com as pastilhas em meio de cultivo a
— MEM (b). Os pocos em vermelho n&o foram utilizados.

2% etapa: Plagueamento celular

Foram utilizadas 4.10* células/poco, contidas em aliquotas de 77 pL de
uma suspensado em meio a-MEM suplementado, sendo inoculadas (plaqueadas)
em placas de fundo chato de 96 pocos e mantidas por 24 horas em estufa a 37
°C e 5% de CO,. A Figura 5 apresenta a etapa de transferéncia da solugdo com
células para a placa de 96 pocos.
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Figura 5 — Transferéncia do meio com células para a placa de 96 pogos.

Foram utilizadas células mesenquimais de polpa dentaria, as quais foram
previamente replicadas em frascos de cultivo (DE SOUZA et al., 2019). Para a
coleta das células dos frascos primeiramente retirou-se 0 sobrenadante e em
seguida lavou-se o frasco com solucdo PBS (phosphate buffered-saline, Sigma
Aldrich) para retirada de meio de cultura residual. Em seguida adicionou-se aos
frascos de crescimento 3 mL de solugdo de tripsina para liberacdo das células
aderidas. Para neutralizar a tripsina foi utilizado o dobro do volume de meio a-
MEN suplementando (6 mL) e posteriormente a solugdo com células foi
transferida para um tubo Falcon e centrifugada a 300 rcf (relative centrifugal
force) por 5 minutos. Finalizada a centrifugagéo, descartou-se o sobrenadante e
as células decantadas (pellets) foram resuspendidas com 25 mL de meio de
cultivo suplementado. A Figura 6 apresenta o pellet de célula formado apés a
centrifugacao ja com o sobrenadante retirado.
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Figura 6 — Pellets (massa celular decantada) de células formados apés a centrifugacao.

Para a contagem de células foi realizada uma mistura na propor¢éo 1:1 da
solugdo com célula jA& homogeneizada com azul de tripan (Sigma). A contagem
foi realizada em camara de Neubauer utilizando 10 pyL da solugédo previamente
preparada. Posteriormente foram feitos os calculos necessarios para determinar

a concentracao de células referente ao meio.

3% etapa: Adicdo dos extratos as células

Apo6s o periodo de incubacdo, para adesdo celular, o sobrenadante foi
removido e substituido por 100 pL dos extratos (Grupo 1 - 24h e Grupo 2 - 48h)
e a placa foi novamente incubada em estufa a 37 °C a 5% de CO, por 24 horas.
A Figura 7 apresenta a etapa de adicdo dos extratos aos pogos com células
aderidas.

Foram preparados meios de controle negativo e positivo sem o extrato dos
materiais. O controle positivo consistiu no proprio meio de cultura e o controle

negativo € o meio de cultivo contendo 50%(v/v) de DMSO (dimetilsulféxido,
Merck).
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Figura 7 — Adicé@o dos extratos a placa de 96 pocos ja com as células.

A coleta do extrato de cada pastilha foi feita em duplicata, obtendo-se
assim replicata de pipetagem, resultando em um total de 4 analises para cada
amostra, conforme ilustrado na Figura 8.

CT+ CT+ CT-
_= OO | 112 \

A @@BB00000000 |
] Ba@@®@00000000 |
CO@®®00000000 |
&@@®O0000000
F@@B®0O0000000

FO@Eee 00000000
e@@@@@@@@@@@@
| H8@ 8800000000

Figura 8 — Mapa da placa de 96 pogos com controles. As colunas 5 e 6 sdo controle
positivo. A coluna 7 é o controle negativo. As colunas de 8 a 12 ndo foram utilizadas.

24 horas

48 horas

4% etapa: Adicdo daresazurina

A atividade metabolica celular (citotoxicidade) foi avaliada pelo teste da
resazurina (DE SOUZA et al., 2019). Ap6s o periodo de incubacédo, o extrato do
material foi substituido por 200 pL de solugdo de resazurina (Sigma-Aldrich) (0,5
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mg/mL de resazurina em PBS, diluida em meio de cultura padrdo a 50% v/v)
sendo as células posteriormente incubadas por mais 4 horas.

A resazurina possui cor azul, e quando metabolizada pelas células é
reduzida a resorufina, de cor rosa, sendo a intensidade da cor proporcional a
quantidade de células viaveis presentes. ApGs as 4 horas de incubacao, foram
retiradas aliquotas de 100 uL de cada poco, transferindo-as para outra placa de
96 pocos, onde foi realizada a analise da fluorescéncia em um espectrofotdmetro
com leitor de microplaca (Biotek Synergy HT) nos comprimentos de onda de 530
nm de excitagdo e 590 nm de emissdo. Pela leitura espectrofotométrica foi
calculada a porcentagem de viabilidade celular em relacdo ao controle positivo
(Ctr+) definido como 100% segundo a férmula a seguir (VIDHYA e GIRIJA,
2019):

S Densidade optica (Amostra)
% viabilidade celular = Densidade optica (Ctr+) x 100

452.1.
Analise estatistica

Os resultados de viabilidade celular foram submetidos & analise de
variancia (ANOVA) e teste de Tukey, usando o software PAST. Resultados com

valores de P < 0,05 séo considerados estatisticamente significativos.

45.3.
Bioatividade

Os ensaios de bioatividade foram realizados no laboratorio de
criopreservagdo de células tronco na empresa R-crio, localizada em Campinas-
SP. Os testes foram realizados em solu¢gdo McCoy (marca Vitrocell — Anexo 1)
pelo periodo de 3 e 7 dias (Figura 9) em incubadora de CO, (PANASONIC,
modelo COM-19AIC-PA) a 37 °C e presséao de 5% de CO,. McCoy é um meio de
cultura capaz de fornecer sinais positivos a materiais bioativos com precipitacdo
espontanea de apatita (camada bone like apatite), assim como o meio SBF
proposto por KOKUBO (2008), comumente utilizado. (simulated body fluid),
porém com uma composi¢cdo mais complexa, que se assemelha muito mais aos
fluidos corporais. Muitos experimentos atualmente vém sendo realizados com

este meio.
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As pastilhas das amostras HAp.amb, HAp.600, HAS3.600 e HAp.com, ja
esterilizadas, foram imersas separadamente em 16 ml da solugdo McCoy. A
solugéo foi trocada a cada 3 dias. Também foram realizados ensaios controle
com material inerte (borracha) sob as mesmas condicfes ja descritas. Apds o
periodo de incubacdo, as pastilhas foram retiradas da solugéo, lavadas com
agua ultra pura e secas a 37 °C por 24 horas em estufa, sendo posteriormente
analisadas em MEV e DRX. Os ensaios foram conduzidos em tubos Falcon de

50 mL esterilizados.

a) 3 dias b) 7 dias

HA.600 |HAS3.600 Controle

16mL
Solugao McCoy

Pastilha
Figura 9— Representacéo das pastilhas em meio McCoy.
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Resultados

5.1.
Caracterizacdo da casca de ovo e do O0xido de célcio (CaO)

Na Figura 10 sdo apresentados os resultados de DRX com os
difratogramas da casca do ovo antes e ap0s a calcinacdo. O difratograma da
casca do ovo apresenta 0s picos caracteristicos do CaCOs, indexado segundo o
ICSD 79673. Sabe-se que a casca do ovo é composta por outros minerais,
porém suas concentracdes ndo foram relevantes para a identificacdo por DRX. O
difratograma da casca do ovo calcinada apresenta os picos exclusivamente
referentes ao CaO, indexados segundo o ICSD 52783, indicando que a
temperatura e o tempo utilizados foram suficientes para transformacéo completa
do CaCOz;em CaO.

b)
| .. ca0
© " ICSD 79673
=
o . T
e Tt 1
=
2 |a
= ) CaCoO3
" ICSD 52783
n s 7 T '.. LR T
T T T T g T T T L T T I !
10 20 30 40 50 60 70 80

20

Figura 10 — Difratogramas da casca de ovo de galinha (a) e do CaO obtido apés a
calcinacéo (b).
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Na Tabela 4 sédo apresentados os resultados da andlise de espectroscopia
de Fluorescéncia de Raios X (FRX) do CaO obtido apés a calcinacao das cascas
de ovos.

A casca do ovo € composta por 94% de carbonato de calcio, podendo
conter tracos de alguns elementos como Na (sodio), Mg (magnésio) e Sr
(estrdoncio), que também sdo encontrados no osso humano (RIVERA et al.,
1999). A presenca desses elementos ndo alteram as caracteristicas basicas da
HAp ou de outro composto de fosfato de célcio, conforme serd visto mais a
frente nos resultados de DRX, mas podem melhorar o desempenho biol6gico em
aplicagcbes biocompativeis como implantes (DA ROCHA et al. 2019). Essas
caracteristicas tornam a HAp sintetizada mais proxima da HAp natural do 0sso.

Nos resultados de FRX foram identificados 0,42% de P,Os e 0,31% de
SrO. E como esperado, o 6xido de calcio (CaO) apresenta-se como constituinte
majoritario, com 99,27%. Os outros elementos comumente presentes, como o
Na e o Mg nao foram identificados. As quantidades desses elementos poderiam
estar abaixo do limite de detec¢do do equipamentondo ndo sendo possivel sua
quantificagdo. A presenca de ions de estrbncio € de extrema importancia, pois
contribuem para a formacdo do osso, atuando na sua resisténcia mecéanica, o
gue pode ser benéficos em tratamentos de osteoporose, por exemplo (DAHL et
al., 2001).

Tabela 4 - Resultado de espectroscopia de Fluorescéncia de Raios X (FRX) para o CaO
obtido da casca de ovo.

Composto %
P,0Os 0,42
CaO 99,27
SrO 0,31

5.2.
Caracterizacao das amostras sintetizadas

5.2.1.
Caracterizacao textural

Na Tabela 5 sdo apresentados os valores obtidos de superficie especifica,

volume de poros e tamanho médio de poro das amostras tratadas termicamente
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a 600°C através da andlise de adsorcdo e dessorcao de N, obtidos pelo método
de BET e BJH.

Tabela 5 - Propriedades texturais das amostras sintetizadas.

Superficie o
_ Tamanho meédio Volume de
Amostras especifica BET . 5
5 do poro (A) poro (cm~/g)
(m*/9)
HAp.amb 85,80 317,47 0,57
HAp.com 133,68 175,52 0,54
HAp.600 36,74 (£0,32) 224,03 0,21
HAS05.600 63,00 (£0,17) 353,13 0,56
HAS1.600 82,00 (+0,06) 237,57 0,49
HAS2.600 77,00 (£0,20) 329,04 0,64
HAS3.600 93,00 (+0,19) 258,64 0,61
HAS4.600 69,00 (+0,29) 295,49 0,51

As amostras HAp.amb e HAp.com apresentaram valores de superficie
especifica de 85,80 e 133,68 m?/g, respectivamente. Os resultados obtidos sdo
semelhantes aos reportado por SALMA-ANCANE et al. (2016) ao comparar HAp
oriunda de fonte calcio comercial e natural. No trabalho realizado por esses
autores a taxa de adicao utilizada foi mais lenta e o tempo de envelhecimento foi
por um periodo superior aos utilizados nesta tese, o que pode refletir em maiores
custos com o processo devido ao maior tempo de reacdo. As amostras HAp.amb
e HAp.com possuem tamanho médio de poro de 317,47 e 175,52 A. A amostra
HAp.amb, obtida a partir da casca do ovo, apresentou um tamanho médio de
poro superior a outra amostra, e classifica-se como mesoporosa. A amostra
HAp.com é classificado como microporososa segundo os critérios da IUPAC.
Ambas apresentaram volume de poros semelhante, em torno de 0,55 cm3/g.

Por se tratar de fontes de calcio diferentes, biogénicas e comercial, o CaO
pode apresentar particulas com diferentes tamanhos, possivelmente
influenciando nas caracteristicas das HAp sintetizadas (SALMA-ANCANE et al.,
2016).

RAMESH et al. (2015) obtiveram HAp com superficie especifica de 97 m?/g
utilizando o Ca(OH), comercial, valor compativel ao obtido para a amostra
HAS3.600, de 93 m2/g, e inferior ao da amostra Hap.com, sintetizada também

com Ca(OH), comercial, com valor 133 m?/g.
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A amostra HAp.600, tratada termicamente a 600°C, apresentou superficie
especifica, volume de poro e didmetro médio de poro de 36,74 m?/g, 0,21 cm®/g
e 224,03 A, respectivamente. O tratamento térmico influenciou significativamente
nos valores de superficie especifica e de volume de poro. Os tamanhos médios
de poro obtidos apresentaram tamanhos superiores ao reportado por DA SILVA
et al. (2017) ao utilizar como template a cafeina.

As amostras com 0,5, 1, 2 e 3 g de sacarose apresentaram valores da
superficie especifica de 63, 82, 77 e 93 mzlg, respectivamente. No entanto, a
amostra HAS4.600, apresentou uma diminuicdo acentuada desses valores,
indicando ser um limite para a quantidade em massa de sacarose utilizada no
precursor, levando a uma saturagdo no aumento da superficie especifica. Esse
comportamento foi reportado por ZHOU et al. (2018) e Wu et al. (2012) ao
utilizarem vitamina C e CTAB com templates, respectivamente, onde a maior
guantidade de template utilizada proporcionou uma diminuicdo na superficie
especifica.

A superficie especifica para as amostras obtidas apresentam-se
semelhantes e/ou superiores as de trabalhos ja reportados na literatura para
diferentes fontes comerciais de calcio além de resultados ja reportados para a
utiizacdo da casca do ovo de galinha (SALMA-ANCANE et al. 2016;
GOLOSHCHAPOV et al. 2013; ZHOU et al. 2018; RAMESH et al., 2015). Além
de se assemelharem aos valores reportados na literatura para a superficie
especifica natural do osso, como fémur e dentina, estando na faixa de 8 a
100m?/g (JOSCHEK et al., 2000; MISRA et al. 1978).

Durante a calcinacdo, a saida da sacarose do material proporcionou a
formacdo de poros, o que contribui para um aumento na superficie especifica.
Durante a combustdo, h4 uma liberagdo muito grande de gases o que leva a
formagéo de canais no material proporcionando a formac&o de poros (BOSE e
SAHA, 2003).

A porosidade e o tamanho dos poros tém implicacbes diretas na
funcionalidade do material durante aplicagfes biomédicas. A presenca de poros
nos materiais aliado a sua biodegradacdo pode melhorar o acesso das células a
diferentes regides durante a regeneracdo do tecido, uma vez que o transporte de
nutrientes e metabolitos é facilitado e € fornecida uma estrutura de rede que
orienta e promove a formacdo de tecidos (LOH e CHOONG, 2013). Sendo
assim, o material obtido neste trabalho apresenta também uma das
caracteristicas fundamentais a um biomaterial, que € a presenca de poros em

sua estrutura.
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Na Figura 11 sdo apresentadas curvas de tendéncia para superficie
especifica, tamanho médio de poro e volume de poro dos materiais sintetizados
a partir da casca de ovo e calcinados a 600°C.
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Figura 11 — Curvas de tendéncia de superficie especifica (a), tamanho médio de poro (b)
e volume de poro dos materais sintetizados a partir da casca de ovo e calcinados a
600°C.

A utilizacdo da sacarose como template apresenta-se muito positiva, por
se tratar de um material barato e livre de elementos téxicos para o material, uma
vez que determinados substancias aditivas utilizadas, principalmente
surfactantes, apresentam componentes que podem ser de dificil remocéo
proporcionando alguma contaminacdo ao material (GRANT et al., 1992).

PRAE-RAVEE et al., (2012) obtiveram HAp derivada da casca de ovo
utilizando a albumina como modelo de macroestrutura, tendo como superficie
especifica valores na faixa de 17 a 21 m%g e tamanho médio de poro de 8 a
15nm.

Os valores de tamanho médio de poro (Tabela 5 e Figura 11) para as
amostras sintetizadas com sacarose ficaram na faixa de 220,00 — 350,00 A,
sendo classificados como materiais mesoporosos. Segundo a IUPAC materiais
mesoporosos apresentam tamanho médio de poro compreendido entre 20 A e
500A. As amostras HAS05.600 e HAS2.600 apresentaram um aumento

expressivo de tamanho médio de poro quando comparada a amostra HAp.600.
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Em relacdo ao volume de poros, o aumento da quantidade de sacarose

provocou consideraveis variagdes em seus valores, que ficaram na faixa de 0,49

— 0,63 cm®/g, valores bastante superiores ao valor da amostra HAp.600, sendo

de 0,21 cm®(g.

Os gréficos das isotermas de adsorcédo de N, das amostras HAS05.600,
HAS1.600, HAS2.600, HAS3.600 e HAS4.600 sé&o apresentados na Figura 12.
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Figura 12 — Isotermas de adsorcao/dessor¢cdo das amostras HAS05.600, HAS1.600,

HAS2.600, HAS3.600 e HAS4.600.
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Todos os materiais apresentaram isotermas do tipo IV com formacao de
histerese (WANG et al, 2008; NG et al., 2010). Observa-se que o acréscimo de
sacarose durante a sintese, independente da quantidade, ndo modificou o perfil
das isotermas obtidas.

Nas isotermas apresentadas na Figura 12 € possivel observar duas
regides bem distintas. A primeira parte da isoterma é referente ao processo de
formagdo da monocamada que ocorre a baixas pressdes, seguido da adsorcao
em multicamadas com o aparecimento do ponto de inflexdo, em torno de P/P, =
0,75-0,80. A partir do ponto de inflexdo a quantidade de gas adsorvido aumenta
bastante para uma pequena variacédo de pressao.

A inclinagdo da curva na regido de condensacgdo capilar reflete a
distribuicdo do tamanho de poros, quanto mais suave for a inclinagdo, maior a
heterogeneidade de dimensbes dos poros na amostra (KRUK et al., 1999). As
isotermas da Figura 12 apresentam inclinacdo bem acentuada, podendo
relacionar a uma estreita distribuicdo de tamanho de poro para os materiais
sintetizados. A amostra HAS1.600 apresenta em relacdo as demais uma
inclinagdo um pouco mais suave.

A distribuicdo de tamanho médio de poros obtidos pelo método Barret,
Joyner e Halenda (BJH) (WANG et al, 2008; MOHAMMAD et al., 2015; DA
SILVA et al., 2017) é apresentado na Figura 13.

Os materiais apresentaram tamanho de poro estreito, de 200-400A. As
curvas de distribuicdo de tamanho de poros estdo centrados em 325, 240, 330,
255 e 295 A para as amostras HAS05.600, HAS1.600, HAS2.600, HAS3.600 e
HAS4.600, respectivamente, sugerindo que esses tamanhos s&o o0s
predominantes nas amostras. A amostra HAS1.600 apresenta uma distribuicdo
bimodal conforme indicado pelo perfil de sua isoterma. A presenca de poros em
biomateriais é importante visto que aumentam e facilitam a circulagédo dos fluidos
corporais além de proporcionarem maior area de interacdo para substancias
como as proteinas (LOH e CHOONG, 2013).
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Figura 13 - Distribuicdo de mesoporos (20-500 A) pelo método de Barret, Joyner e
Halenda (BJH).

Os valores de diametro médio de poro qualificam os materiais obtidos a
partir da casca de ovo a serem utilizados em sistemas de entrega controlada de
farmaco “drug delivery”. O didmetro de poro tem uma forte influéncia na taxa de
liberacdo das moléculas. Sendo a superficie especifica, tamanho médio e
volume de poro fatores que podem influenciar na cinética de adsor¢do e
liberacdo de farmacos.

E importante ressaltar que todos os materiais sintetizados neste trabalho
apresentam 4areas superficiais de BET (~60-90m?%g) elevadas quando

comparadas a maioria dos resultados reportados na literatura para fosfatos de
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calcio mesoporosos que fizeram uso de surfactante (WANG et al., 2008; XIA et
al., 2009; ZHAO et al., 2013b). Estes resultados dao suporte ao uso da sacarose
como um excelente aditivo para atuar nas modificacdes das caracteristicas para

a obtenc&o de material mesoporosos.

5.2.2.
Difracédo de Raios-X (DRX)

As andlises pela técnica de Difracdo de Raios-X foram usadas para
identificar e quantificar as fases cristalinas presentes, bem como obter o
tamanho médio de cristalito das amostras sintetizadas utilizando o refinamento
pelo método de Rietveld.

Os difratogramas obtidos apés o refinamento das amostras HAp.amb,
HAp.600 e HAp.800 sintetizadas sem sacarose e das amostras HAp.com,
HAp.com.600 e HAp.com.800 sintetizadas com Ca(OH), comercial sdo

apresentados nas Figuras 14 a 19.
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Figura 14 — Difratograma obtido do refinamento pelo método de Rietveld da amostra
HAp.amb.
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Figura 15 - Difratograma obtido do refinamento pelo método de Rietveld da amostra
HAp.600.
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Figura 16 - Difratograma obtido do refinamento pelo método de Rietveld da amostra
HAp.800.
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Figura 17 - Difratograma obtido do refinamento pelo método de Rietveld da amostra
HAp.com
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Figura 18 - Difratograma obtido do refinamento pelo método de Rietveld da amostra
HAp.com.600
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Figura 19 - Difratograma obtido do refinamento pelo método de Rietveld da amostra
HAp.com.800
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Todas as amostras sdo constituidas exclusivamente pela fase
hidroxiapatita, segundo o ICSD 34457. Como pode ser observado, o0 aumento da
temperatura proporciona estreitamento e alongamento dos picos, podendo
refletir no aumento do tamanho de cristalito do material.

Os refinamentos das amostras com diferentes quantidades de sacarose
sdo apresentados nos difratogramas nas Figuras 20 a 37. As Figuras 20 a 25
apresentam os difratogramas das amostras “verdes” (sem tratamento térmico).
Todas as amostras correspondem a fase hidroxiapatita de estrutura monoclinica
segundo o ICSD 34457, sem a presenca de fases secundarias. E possivel
observar que alguns picos, como os localizados em 26 igual a 32,196° e 32,902,
referentes aos planos (112) e (300), respectivamente, apresentam um perfil mais
largo conforme aumenta-se a quantidade de sacarose, podendo refletir em um

menor cristalito do material (SHU et al., 2007).
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Figura 20 - Difratograma obtido do refinamento pelo método de Rietveld da amostra
HASO05
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Figura 21 - Difratograma obtido do refinamento pelo método de Rietveld da amostra
HAS1


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1612889/CA


PUC-Rio- CertificagcaoDigital N° 1612889/CA

63
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Figura 22 - Difratograma obtido do refinamento pelo método de Rietveld da amostra
HAS2
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Figura 23 - Difratograma obtido do refinamento pelo método de Rietveld da amostra
HAS3
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Figura 24 - Difratograma obtido do refinamento pelo método de Rietveld da amostra
HAS4
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Figura 25 - Difratograma obtido do refinamento pelo método de Rietveld da amostra
HAS6

Na Figura 26 estdo presentes todos os difratogramas das amostras
tratadas termicamente a 600°C para fins comparativos e nas Figuras 27 a 32

estdo dispostos os refinamentos para essas mesmas amostras.
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As amostras HASO05.600, HAS1.600 e HAS2.600 apresentaram uma
melhor distingdo dos picos (112) e (300) e um maior estreitamento do pico (211),
porém o perfil, de um modo geral ainda se apresenta bastante semelhante aos
das amostras “verdes”, onde os trés planos principais, localizados em (211),
(112) e (300), estdo em sobreposicdo, indicando que os atomos ndo estdo
perfeitamente ordenados. As amostras ndo apresentaram formacdo de fases
secundarias, sendo constituidas exclusivamente pela hidroxiapatita segundo o
ICSD 34457.
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Figura 26 - Difratogramas das amostras calcinadas a 600°C.

Apatite-Ca(OH) 100.00%

Figura 27 - Difratograma obtido do refinamento pelo método de Rietveld da amostra
HAS05.600
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Figura 28 - Difratograma obtido do refinamento pelo método de Rietveld da amostra
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Figura 29 - Difratograma obtido do refinamento pelo método de Rietveld da amostra

HAS2.600

h

Apatite-Ca(OH) 100.00%

f
am M Dt v N A A,

Yoot o~ e e =

T O T Y TR N N M TN WY1 1T IR T W R T R T R TR A TR A R T AR TR

10 15 20 2 30 3 a0 a5 50 55 60 65 70 75 80 8

Figura 30 - Difratograma obtido do refinamento pelo método de Rietveld da amostra
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Figura 31 - Difratograma obtido do refinamento pelo método de Rietveld da amostra

HAS4.600
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Figura 32 - Difratograma obtido do refinamento pelo método de Rietveld da amostra
HAS6.600

Nas Figuras 33 a 38 estdo dispostos os refinamentos das amostras
tratadas termicamente a 800°C. Essa temperatura de tratamento foi empregada
de forma a avaliar a estabilidade térmica dos materiais devido a possibilidade da
decomposicéo da HAp em outras fases, principalmente em B-TCP, que pode ser
obtido em temperaturas superiores a 700°C (AKRAM et al., 2015; PRAMANIK et
al., 2007; CHAMPION, 2013).
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Figura 33 - Difratograma obtido do refinamento pelo método de Rietveld da amostra
HAS05.800.
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Figura 34 - Difratograma obtido do refinamento pelo método de Rietveld da amostra
HAS1.800.
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Figura 35 - Difratograma obtido do refinamento pelo método de Rietveld da amostra
HAS2.800.
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Figura 36 - Difratograma obtido do refinamento pelo método de Rietveld da amostra
HAS3.800.
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Figura 37 - Difratograma obtido do refinamento pelo método de Rietveld da amostra
HAS4.800.
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Figura 38 - Difratograma obtido do refinamento pelo método de Rietveld da amostra
HAS6.800.

Os picos apresentaram uma diminuicdo da largura quando comparados
aos difratogramas das amostras calcinadas a 600°C. As amostras HAp.800,
HAS05.800, HAS2.800 e HAS3.800 sdo constituidas por 100% da fase
hidroxiapatita. A amostra HAS1.800 apresentou 4,48% de 6xido de célcio (CaO).
O CaO pode ser oriundo da decomposicdo do Ca(OH), ndo reagido ou oriundo
do CaO ndo hidrolisado, porém esses picos ndo foram identificadas
nosfratogramas das amostras verdes.

Como uma forma de tentar obter uma maior homogeneizagcdo do meio,
SALMA-ANCANE et al., (2016) realizaram a mistura da solu¢cdo de Ca(OH),
derivada da casca do ovo de galinha em moinho de bolas & 400 rpm por 40
minutos, de modo a garantir a hidrolise de todo CaO para a formacao da solucdo

de Ca(OH), obtendo também particulas de tamanho homogéneo. O CaO por ser
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de fonte biogénica, possui caracteristicas como morfologia e tamanho de
particula diferentes, o que pode gerar uma suspensdo com uma ampla faixa de
aglomerados e CaO nao reagido, por isso a homogeneizagéo € uma etapa muito
importante, proporcionando a hidrolise completa do CaO para formag¢éo do
Ca(OH),, que nesse trabalho foi feita por agitagdo mecanica durante 30 minutos.
A presenca do CaO foi reportada por outros autores em diferentes métodos de
sinteses (ABIDI et al., 2014; BOSE et al., 2003; SANOSH et al., 2008; FRANCO
et al., 2010).

Segundo BOSE et al., (2003) durante a etapa de queima da sacarose o
grande volume de material carbonaceo provoca uma instabilidade na estrutura
da hidroxiapatita levando a decomposi¢cdo em CaO.

As amostras HAS4.800 e HAS6.800 apresentaram picos referentes a outro
fosfato de calcio, sendo compativeis com [-tricalcio fosfato (B-TCP), com
10,95% e 37,82% de B-TCP, respectivamente (ICSD 97500).

A guantidade de sacarose utilizada na sintese dessas amostras pode ter
atuado como uma barreira fisica dificultando a homogeneizacdo, podendo ter
gerado pequenas microzonas de baixo pH, tornando favoravel a formacéo da
HAp deficiente em calcio (HADC), uma vez que o B-TCP é formado da
desidratacdo desde material precursor (ZYMAN et al., 2008). BOSE et al., (2003)
propuseram que durante a calcinacdo a reacdo de oxidacdo na sacarose causa
desidratacdo da HAp, resultando na formacédo do B-TCP.

Em reac¢des com &cido fosférico deve-se ter o cuidado de manter o pH em
12 uma vez que nessa faixa é garantida a formacdo do fon PO,® para a
formacao da HAp (LYNN e BONFIELD, 2005). Em baixos pH’s, por ser um acido
triprético (capacidade de liberar trés atomos de hidrogénio de sua estrutura em
solucdo aquosa), podem ser obtidas outras de suas formas protonadas que
influenciam diretamente na formacao da fase do composto de fosfato de calcio.

O B-TCP esta entre os compostos de fosfato de calcio mais utilizados
como biomaterial, visto que possui uma maior dissolucdo em relacdo a HAp.
Trabalhos tém mostrado que a mistura bifasica HAp/B-TCP é mais ativa
biologicamente que a HAp pura, além de promover melhor integragdo com o
tecido duro e possuir melhor desempenho na formacgdo de novos tecidos 6sseos
(JINNO et al., 2002).

Na Tabela 6 (Apéndice A) estdo dispostos o0s tamanhos médios de
cristalito de todas as amostras assim como o GOF (“goodness of fitting”)
referente a cada refinamento realizado, indice que indica a qualidade do

refinamento.
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Os resultados obtidos para o indicador GOF estédo entre 1,4 e 1,7, 0 que
indica uma 6tima qualidade do refinamento pelo método de Rietveld. As
amostras HAp.amb, HAp.600 e HAp.800 possuem tamanho médio de cristalito
de 13-47 nm e as amostras Hp.com, HAp.com.600 e HAp.com.800 possuem
possuem tamanho médio de cristalito de 16-37 nm.

Para as amostras sintetizadas com diferentes quantidades de sacarose, 0s
tamanhos médios de cristalitos apresentam valores nas faixas de 11-15 nm, para
as amostras “verdes”, de 15-22 nm para as amostras tratadas a 600 °C e 37-48
nm para as amostras tratadas a 800 °C, sendo os menores tamanhos referentes
as maiores quantidades de sacarose, 3, 4 e 6 g, paras as amostras verdes e
calcinadas a 600°C. ZHOU et al.,(2018) obtiveram particulas com tamanho
médio de cristalito também na faixa de 20 nm, semelhantes ao grupo tratado
termicamente a 600°C. Os tamanhos de cristalito assemelham-se também aos
de HAp obtidas por GOLOSHCHAPOQV et al., (2013). SANOSH et al. (2009b)
obtiveram, para amostras sintetizadas a 40 °C, tamanho médio de cristalito de
16 nm e para as amostras calcinadas a 600°C foi obtido tamanho médio de
cristalito de 36 nm.

Os grupos das amostras HAp.amb e HAp.com néo apresentaram
diferencas significativas em relacdo ao tamanho médio de cristalito, indicando
que a casca do ovo de galinha apresenta o mesmo comportamento reacional
segundo as mesmas condi¢cdes de sintese quando comparado ao Ca(OH),
comercial fazendo dele uma opcado favoravel a obtencdo de compostos de
fosfatos de calcio.

Assim como a superficie especifica, materiais com a rede cristalina mais
definida, com os atomos acomodados em seus sitios especificos, o que reflete
em picos mais estreitos e definidos, também influenciara na resposta de
bioatividade do material, resultados ja reportados afirmam que os materiais com
perfil de picos mais largos aumentam as fungBes dos osteoblastos além de
serem mais biorreabsorviveis (LEGEROS, 1991; PRABAKARAN et al. 2009;
BALASUNDARAM et al. 2006), fazendo das amostras tratadas a 600°C fortes
candidatas a serem utilizadas como biomateriais.

O refinamento por Rietveld da amostra de HAp comercial (Sigma) €
apresentado na Figura 39. O material é formado exclusivamento por HAp, e
apresenta perfil semelhante ao das amostras “verdes”, com picos largos nao
muito definidos. O material possui tamanho meédio de cristalito de ~33 nm,

conforme apresentado na Tabela 6.
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Figura 39 — Refinamento da amostra de hidroxiapatita comercial da marca Sigma.

5.2.3.
Espectroscopia de Infravermelho com transformada de Fourier
(FTIR)

As Figuras 40 e 41 contém os espectros de FTIR das amostras Hap.com e
Hap.amb para comparacédo e da amostra de Hap sigma, repectivamente.
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Figura 40 — FTIR das amostras HAp.amb e HAp.com.
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Figura 41 — FTIR da HAp comercial da marca sigma.
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Na Figura 40, ambos os espectros, para o Ca(OH), de origem biogénica e
comercial, sdo bastante semelhantes, apresentando as bandas caracteristicas
da HAp (SALMA-ANCANE et al., 2016). O espectro possui as bandas de
vibragdo do P-O de estiramento em 1065 cm™ e de flexdo em 965, 606, 569 e
471 cm™. Entre 3570-3150 cm™ ha uma ampla banda referente a H,O adsorvida
a superficie, sendo identificada outra banda também referente a H,O em 1641
cm™. Foi possivel também a identificacdo de grupos carbonatados (CO3?),
classificados como tipo B, localizados em 873, 1419 e 1455 cm™. A classificacdo
do tipo B refere-se a substituicdes do grupo fosfato por grupos carbonatos. E ndo
foram identificadas bandas em 540-530 cm™ referentes ao HPO,? caracteristico
da incompleta formacgéo da HAp (FARMER, 1974).

Conforme pode ser observado no espectrograma da Figura 41, a
localizagdo dos picos coincide com os resultados das amostras sintetizadas,
incluindo a presenca de bandas referentes ao CO;? diferindo apenas na
identificacio de uma banda a mais de O-H em 633 cm™. Também foi possivel
identificar outra banda referente ao carbonato, classificada como tipo A
localizada em 1549 cm™, substituicdo do grupo hidroxila pelo carbonato (WU et
al. 2013; MURUGAN e RAMAKRISHNA, 2006). Os resultados estdao de acordo
aos reportados na literatura (RAMESH et al.,, 2016; SANOSH et al., 2009b;
SALMA-ANCANE et al., 2016).

Nas Figuras 42 e 43 estéo dispostos os espectros de FTIR das amostras
obtidas com 0,5, 1, 2, 3, 4, e 6 g de sacarose tratadas a 600 °C e 800 °C,

respectivamente.


DBD
PUC-Rio - Certificação Digital Nº 1612889/CA


PUC-Rio- CertificagcaoDigital N° 1612889/CA

72

- Q
52 HAS6.600 =
A A
S
_ HAS4.600
o 'S8
5 HAS3.600
© Wl s
= |
< HAS2.600
=
= \N/——“v—\
@ HAS1.600
® Sl T .
= HAS05.600
/ g
o -
N~ O &9
8 &
1 1

¥ T ¥ T Y T Y T . T y ¥
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Comprimento de onda (cm™)

Figura 42 — FTIR das amostras calcinadas a 600 °C.
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Figura 43 - FTIR das amostras calcinadas a 800 °C.

Os espectros de FTIR de todas as amostras calcinadas a 600 °C exibiram
bandas vibracionais bem definidas referentes aos grupos caracteristicos da fase
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HAp, confirmando a estabilidade térmica dos materiais para esta temperatura,
corroborando os resultados ja mostrados de DRX. O espectro possui bandas
com alta intensidade em 1096-1044 cm™ relacionadas ao grupo PO4*. Sinais
menos intensos também referentes ao PO,° foram identificados em
comprimentos de onda menores, como 964, 600, 567 e 475 cm™.

A ampla banda na faixa de 3300-3600 cm™ é caracteristica de materiais
que contenham radicais hidroxilas (MA et al., 2016), sendo a larga banda em
3457 cm™ correspondente a vibracdo da H,O adsorvida e/ou ligada & estrutura
da HAp e o pico em 3572 cm™ atribuido ao OH da HAp . A HAp é o tnico fosfato
de célcio que apresenta este modo vibracional em 3572cm™ referente a hidroxila
(CHANG et al.,, 2006). Bandas de H,O menos intensas também foram
observadas em 1635 cm™. E bandas de OH" foram detectadas em 633 cm™. As
bandas obtidas para os respectivos grupos fosfato e hidroxila de HAp estdo de
acordo com os dados reportados na literatura (SHU et al., 2007,
BRUNDAVANAM et al., 2011; OTHMANI et al., 2016; HIGUITA et al., 2016).

Foram identificadas bandas de absor¢cdo em 873, 1420 e 1461 cm™ que
séo atribuidas aos modos vibracionais de substituicdo do PO, pelo carbonato,
sendo descrita com substituicdo tipo B (LANDI et al., 2003; RAMESH et al.,
2015; WU et al., 2016; KOUTSOPOULOS, 2002). As mesmas bandas foram
identificadas no espectro da amostra padrao (Sigma) de HAp analisada (Figura
41). A presenca de grupos carbonatos na estrutura da HAp é caracteristico de
materiais obtidos em atmosfera n&o controlada.

Os locais anidnicos da estrutura da HAp sdo muito suscetiveis ao CO, da
atmosfera, ocorrendo substituicdes na rede da HAp (KOUTSOPOULOS, 2002).
A presenca de grupos carbonatados € comum na HAp biolégica, sendo este ion
o de maior concentracao, de 4 a 6% de ions (DOROZHKIN, 2009), tornando 0s
materiais sintetizados analogos as apatitas biologicas. A presenca de ions
carbonatos na estrutura da HAp proporciona defeitos em sua rede, tendo como
consequéncia materiais menos cristalinos. Tais caracteristicas sdo desejaveis
uma vez aumenta a solubilidade da HAp aumentando a concentracdo de ions
calcio e fosfato para a formag¢do da camada bone like apatite, proporcionando
um aumento da bioatividade do material (PORTER et al. 2005; LANDI et al.
2006; BOANINI et al. 2010; SANOSH et al. 2009b). N&ao foram identificadas
bandas caracteristicas da sacarose, sendo a temperatura de 600°C suficiente
para a remocao da sacarose das amostras.

Na Figura 43, que apresenta os espectros de FTIR das amostras tratads

termicamente a 800 °C, pode-se observar uma diminuicdo da intensidade e/ou
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auséncia das bandas relacionadas aos grupos COs* e H,0. A amostra
HAS4.800 ndo apresentou pico referente ao COs;* em 873 cm™ e todas as
amostras apresentaram uma diminuicdo da larga banda em 3457cm™
correspondente a H,O adsorvida e/ou ligada a estrutura HAp. Devido ao
aumento da temperatura de calcinagcdo a qual o material foi submetido, o grupo
deixa a estrutura na forma de CO, e a &gua volatiliza. E sua substituicdo na rede
ndo desqualifica seu uso como biomaterial, uma vez que a composi¢cao de 0ssos
e dentes humanos apresenta carbonato como ions substitutos, além de outros
metais, 0 que aumenta ainda mais a semelhanca do material sintetizado com a
HAp bioldgica do corpo humano (RAMESH et al., 2016; OLSZTA et al., 2007).
Na ampliacéo da Figura 43, pode-se observar um pico em 948 cm™ da amostra
HAS6.800 que é referente ao B-TCP, porém néo foi observada essa banda para
a amostra HAS4.800, que também apresenta essa fase de fosfato de calcio
conforme identificado nos resultados de DRX. (GOLOSHCHAPOQV, et al., 2013;
ZYMAN et al., 2008). A amostra HAS1.800 apresenta em 3648 cm™ uma banda

referente a fragdo de CaO identificada na amostra.

5.2.4.
Andélise termogravimétrica (TGA)

A andlise de TGA foi realizada com o intuito de verificar a completa
degradacdo da sacarose na temperatura de 600 °C. Segundo DAS (2001) a
temperatura necessaria para remocdo do material carbonaceo oriundo da
sacarose é de pelo menos 600 °C. A Figura 44 apresenta o TGA da amostra
HAS3, amostra sintetizada com 3 g de sacarose, a qual foi submetida a um
aguecimento em atmosfera de ar sintético, permanecendo a 600 °C durante 4
horas. A amostra apresenta uma perda total de massa de aproximadamente
13%
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Figura 44 — Andlise termogravimétrica da amostra HAS3.

O TGA da amostra HAS3 apresentou perda de massa desde o inicio do
aquecimento. A perda de massa até 150 °C refere-se a evaporacdo da agua
adsorvida na superficie do material. De 150 °C a 250 °C correspondente a
desidratacdo da sacarose e na faixa de temperatura 250° a 550 °C
correspondente & degradacdo térmica da sacarose (DAS, 2001). Apés 120
minutos de aquecimento em 600 °C o material apresentou-se bastante estavel,
justificando o tempo utilizado no tratamento térmico para a retirada da sacarose
do material.

5.2.5.
Microscopia eletronica de varredura (MEV)

A técnica de microscopia eletrdnica de varredura foi utilizada para analisar
a morfologia e superficie das amostras. As imagens foram adquiridas a partir da
coleta de sinais de elétrons secundarios, provenientes da superficie das
amostras HAp.amb e HAp.com (Figura 45).
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100nm UERJY FEETT=T) — 100nm UERJT 11-Dec-19
x50,000 5.0kV LED SEM WD 5.1mm 15:06:37 x50, 000 8.0kV LED SEM WD 6.0mm 14:22:04

Figura 45 — Micrografias das amostras HAp.amb a) e HAp.com b) com magnificacéo de
50.000x.

As duas amostras possuem morfologia tipo bastdes ou bastonetes, com as
extremidades alongadas e levemente arredondadas, conforme ja reportado por
diferentes autores (NUNEZ et al., 2018; SANOSH et al. 2009b; ZUO et al. 2017).
As amostras HAp.com e HAp.amb sdo muito semelhantes em tamanho e
morfologia, sendo particulas nanométricas em pelo uma dimensdo, compacdes
feitas considerando-se a barra de escala e a mesma magnificagéo das imagens.
As particulas obtidas assemelham-se a morfologia do osso natural e do dente
molar (humano), com comprimentos de 30 a 50 nm e larguras de 15 a 30 nm
(OLSZTA et al., 2007; SANOSH et al., 2009b).

As micrografias das amostras tratadas termicamente a 600 °C estdo
dispostas nas Figuras 46 a 51, referentes as amostras HAp.600, HAS05.600,
HAS1.600, HAS2.600, HAS3.600 e HAS4.600.
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x100,000 20.0kV LED SEM WD 5.3mm 12:37:03

Figura 46 - Micrografia da amostra HAp.600 com magnificacdo de 100.000x.

— 100nm UERJ 13-Aug-19
x100,000 20.0kV LED SEM WD 5.2mm 14:26:01

Figura 47 - Micrografia da amostra HAS05.600 com magnificacao de 100.000x.
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— 100nm UERJ 13-Aug-19
x100,000 20.0kV LED SEM WD 5.3mm 13:35:46

Figura 48 - Micrografia da amostra HAS1.600 com magnificacdo de 100.000x.

— 100nm UERJ 13-Aug-19
x100,000 20.0kV LED SEM WD 5.4mm 14:59:16

Figura 49 - Micrografia da amostra HAS2.600 com magnificacao de 100.000x.
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Figura 51 - Micrografia da amostra HAS4.600 com magnificacdo de 100.000x.
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A amostra HAp.600, tratada termicamente a 600 °C, ndo apresentou
diferenga na morfologia, sendo a mesma da amostra HAp.amb, sua precursora.

A analise das imagens permitiu constatar que a adicdo de sacarose
proporcionou alteracdes na morfologia do material. H4 uma variagédo gradual da
morfologia conforme a concentragdo de sacarose aumenta. As amostras
HAS05.600 HAS1.600 e HAS2.600 apresentam uma mistura de morfologia, com
particulas tipo bastao e aglomerados arredondados, indicando ser uma transi¢éo
conforme aumenta-se a quantidade de sacarose. As amostras HAS3.600 e
HAS4.600 possuem uma predominancia de estruturas esferoidais (AKRAM et al.,
2015). E todas as amostras sdo formadas por muitos aglomerados.

Nanoparticulas possuem uma grande tendéncia a se aglomerar. Por
possuirem um baixo volume, a sua relagdo area-volume é muito maior quando
comparada com particulas em escala micro ou submicro. As superficies das
particulas sdo acompanhadas por interacbes Van der Waals
gue resultam em uma forte tendéncia a aglomeracdo (SANOSH et al., 2009b;
LEGEROS, 1993).

Pode-se trabalhar com a proposta que sacarose atuou como um inibidor de
crescimento das particulas. A sacarose é composta por muitos grupos hidroxilas,
proporcionando uma quantidade maior de locais de reacdo devido a interagéo do
OH" com Ca*? por meio de interacdo de Van der Walls, favorecendo a formagéo
de muitos centros de nucleacdo. E sua estrutura molecular por ser formada por
uma grande cadeia que atuou na diminui¢do da mobilidade dos fons Ca** e PO,
dentro do nucleo, afetando o crescimento, proporcionando particulas menores
(SANOSH et al., 2009b; HE et al., 2015).

O tamanho das particulas € de fundamental importancia na obtencdo de
biomateriais, visto que refletem na densificacdo do p0, sinterabilidade assim
como na solubilidade do implante (LEGEROS, 1993). Uma desvantagem do uso
da HAp é a sua baixa resisténcia mecanica o que faz com que seu uso seja
limitado a aplicacdes de baixa carga. Porém, a HAp nanoestruturada possui uma
melhor capacidade de sinterizacdo e maior densificacdo devido a sua elevada
superficie especifica que pode melhorar a sua resisténcia a fratura assim como
outras propriedades mecéanicas (LEGEROS, 1993) por isso que se faz
necessario o desenvolvimento de métodos de sintese que possibilite tais
caracteristicas além de proporcionar uma maior interagdo com o fluido corporal e

sistema como um todo.
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5.2.6.
Microscopia eletrénica de transmissao (MET)

As andlises pela técnica de MET foram realizadas nas amostras HAp.600,
HAS1.600, HAS3.600 e HAp.Sigma.

5.2.6.1.
Amostra HAp.600

A amostra HAp.600 foi analisada nos modos difracdo e varredura (STEM).
Na Figura 52 sdo apresentadas duas imagens de campo claro da amostra,
sintetizada sem adicdo de sacarose, na qual pode-se observar claramente a
morfologia em forma de bastbes, corroborando com os resultados obtidos em
MEV. As Figuras apresentam algumas particulas medidas, com comprimento
variando de 46 a 50 nm e largura entre 15 e 20 nm, sendo indicado pelas setas
em branco na figura. As medi¢bes foram realizadas utilizando software Gatan
Digital Micrograph. A amostra possui distribuicdo de tamanho de particula e

morfologia bastante regular.

Figura 52 - Imagem MET campo claro da amostra HAp.600 mostrando morfologia em
forma de bastdes.

Uma imagem de campo claro com o seu correspondente padrdo de
difracao e indexacgdo dos spots circulados em vermelho é apresentada na Figura
53.
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Figura 53 — Imagem MET campo claro da amostra HAp.600 (a) e o0 seu correspondente
padrédo de difracéo (b).

Da difragéo, foram medidas as distancias de 2 spots e os resultados desta
medida estdo na tabela inserida na Figura 53b. E possivel inferir destas
medicdes que o0s spots correspondem aos planos (002) e (300) da HAp
indexados segundo o ICSD 34457. A partir da analise do padrao de difragédo foi
possivel inferir também a natureza policristalina do material (SANOSH et al.,
2009a).

Um estudo mais aprofundado desta amostra, através da analise da
Transformada de Fourier (FTT) e Transformada de Fourier Inversa (IFTT)
permitiu identificar as distancias interplanares, conforme apresentado na Figura
54.
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Figura 54 — Imagem MET a) campo claro da amostra HP600, b) HRTEM, c) FTT e d)
IFFT

Da area da Figura 54a, marcada com o quadrado branco, foi feita uma
imagem em alta resolucdo (HRTEM) conforme apresentado na Figura 54b.
Nesta regido foi aplicada a transformada de Fourier (FTT) no programa digital
Micrograph (Gatan, Inc.). Para fins de melhorar o ruido foi aplicada uma mascara
(Figura 54c) e posteriormente a correspondente transformada de Fourier inversa
(Figura 54d). A distancia interplanar medida foi de 0,277 nm indexada
correspondendo ao plano (112) da HAp segundo o ICSD 34457, referente a um

dos picos do tripleto da hidroxiapatita, localizado em 26 igual a 32,19°. Este
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resultado esta de acordo aos obtidos na andlise de DRX visto que este plano foi
identificado para a amostra em questao.

Uma andlise complementar foi feita no modo HAADF-STEM (high angular
anular dark field) e é mostrada na Figura 55, evidenciando também a morfologia
em forma de bastdes.

Nesta mesma area (Figura 55) foi feita uma andlise quimica de
espectroscopia de Raios X por dispersdo de energia (EDXS), os resultados
estdo apresentados espectro de EDXS inserido na mesma figura. Foram
identificados os elementos quimicos O, P e Ca correspondentes a composicao
da HAp, ndo sendo identificado outro elemento quimico indicando a pureza do
material analisado. O carbono presente no EDXS é proveniente do material da

grade de Holey Carbon de sustentagdo das amostras utilizada na analise.
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Figura 55 — Imagem HAADF — STEM da amostra HAp.600 e EDXS

5.2.6.2.
Amostras HAS1.600 e HAS3.600

Na Figura 56 é apresentada o par de imagens de MET em campo claro e
campo escuro da amostra HAS1.600 sintetizada com 1 g de sacarose. A

amostra é composta majoritariamente por particulas irregulares, sem uma
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morfologia definida, com tamanho de particula variando entre 10 e 30 nm. Na
imagem em campo escuro € possivel visualizar algumas particulas

arredondadas.

Figura 56 - Par campo claro (a) e campo escuro (b) da amostra HAS1.600.

A Figura 57 apresenta também uma imagem de campo claro de outra
regido da grade. Pode-se observar melhor as particulas por estarem mais
isoladas. E possivel notar que algumas particulas possuem facetas (indicado por
seta), sendo um indicativo de tentar minimizar a energia do sistema, podendo ter

adiquirido tal caracteristica durante a calcinagéo a 600 °C.

25.41nm

22.76nm

k4 11.43nm

24.02nm

50 nm o

Figura 57 - Imagem de MET Campo claro da amostra HAS1.600.
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A Figura 58 apresenta uma imagem em campo claro da amostra HAS3.600

com algumas particulas com seus respectivos tamanhos.

Figura 58 - Imagem de MET Campo claro da HAS3.600.

Pela imagem apresentada na Figura 58 nota-se uma morfologia mais
regular em relagdo a amostra HAS1.600, com particulas esferoidais e
extremidadade arredondadas, corroborando os resultados observados em MEV.
A maioria das particulas possuem comprimento em torno de 20nm e largura de 9
a 14nm. Foram observadas algumas particulas maiores, com tamanho de 33 a
49 nm.

As imagens reforgcam as caracteristicas morfolégicas observadas em MEV.
Os resultados apresentados perante tamanho de particula indicam que a
utilizacdo da sacarose apresenta-se promissora para a reducdo do tamanho de

particula.

5.2.6.3.
Amostra HAp-Sigma (padréao)

A amostra de HAp padrédo comercial marca Sigma foi utilizada para que se
pudesse realizar uma comparacdo com as amostras obtidas a partir da casca de
ovo de galinha. A Figura 59 apresenta imagens em campo claro da amostra de
diferentes areas da grade para se ter uma melhor nocdo da diversidade do

material tendo algumas particulas com seu respectivo tamanho.
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Figura 59 - Imagens em campo claro de diferentes areas da HAp Sigma (amostra
comercial).

A Figura 60 apresenta uma imagem em campo claro também com

medicdes de algumas particulas juntamente com seu padréo de difracao.

Figura 60 - Imagem em campo claro (a) com padréo de difracdo (b) da HAp Sigma
(amostra comercial).

A amostra possui uma morfologia também em forma de bastées, com larga
distribuicdo de tamanho de particula, com comprimento variando de 30 a 108 nm
e largura de 18-27bnm. Os spots do padrdo de difracdo (Figura 60b) foram
indexados segundo o ICSD 34457 os quais referem-se aos planos (211) e (310)
da HAp, com distancia interplanar de 0,281 e 0,226nm, respectivamente.

Na Figura 61a é apresentada outra imagem de campo claro, podendo ser
melhor observada a larga distribuicdo de tamanho das particulas do material. Da
area destacada em branco foi obtida uma imagem de alta resolu¢cédo (HRTEM).
Nesta regido, Figura 61b, foi aplicada transformada de Fourier da regido em
destaque com posterior aplicacdo de uma mascara (Figura 61c) e transformada
de Fourier inversa (Figura 61d). A distancia interplanar obtida é 0,34nm sendo
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referente ao plano (002) da HAp indexada segundo o ICSD 34457, corroborando
os resultados obtidos na analise de DRX.

Figura 61 - Imagem MET a) campo claro, b) HRTEM, ¢) FTT e d) IFFT da HAp Sigma
(amostra comercial).

Na Figura 62 é apresentrada uma mesma imagem com tempos diferentes
de exposicao ao feixe. Na Figura 62a os bastdes estdo bem definidos, ja na 62b
€ evidente a degradacdo da amostra e do filme de carbono da grade Holey
Carbon como indicado pelas setas. Na amostra sintetizada neste trabalho a
partir da casca de ovo, ndo ocorreu este tipo de degradacdo, supondo assim
uma maior estabilidade do material, mas sendo necessarios testes adicionais

para comprovorarem esta suposicao.

Figura 62 — Imagem MET campo claro da amostra HAp Sigma (amostra comercial) com
diferentes tempos de exposicdo ao feixe de elétrons.
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5.3.
Ensaios in vitro

5.3.1.Citotoxicidade indireta

7

O ensaio de citotoxicidade é um dos mais importantes testes a ser
realizado para avaliar um biomaterial, pois mostra uma resposta da célula em
relacdo ao mesmo. Um biomaterial ideal ndo deve liberar nenhum produto toxico
ou produzir reacfes adversas. A degradacdo de biomateriais € um dos principais
fatores relacionados a sua toxicidade, estimulando ou inibindo o metabolismo
celular (LI et al., 2015). A reducdo da resazurina € um meétodo colorimétrico
rapido e vem sendo utilizado para medir proliferacdo celular e citotoxicidade (DE
SOUZA et al., 2019).

Neste trabalho, quatro amostras foram submetidas ao ensaio de
citotoxicidade, incluindo a amostra HAp.com sintetizada com Ca(OH), comercial
para comparagdo com as amostras obtidas a partir da casca de ovo. A Figura 63
apresenta os resultados obtidos pelo ensaio com resazurina junto as células

para os periodos de incubacao de 24h.
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Figura 63 — Viabilidade celular para as células mesenquimais em contato com os
extratos obtidos obtidos por 24h e 48h para as amostras testadas.

As células em meio de cultura (sem extrato) foram utilizadas como
controle positivo, equivalendo a 100% de viabilidade celular e esta representada
na pendltima coluna (Contr.+). O resultado do controle negativo (Contr.-) devido
ao efeito toxico do DMSO corresponde a 17% sendo a Ultima coluna do gréfico.

A viabilidade celular para os extratos obtidos por 24h (grupo 1) foram 93,3%,
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98,9%, 92,7% e 105,7% para as amostras HAp.amb, HAp.600, HAS3.60 e
HAp.com, respectivamente. Para os extratos obtidos por 48h (grupo 2), as
viabilidades foram de 87,2%, 90,3%, 87,7% e 98,9% seguindo a mesma ordem
anterior. O valor de 105,7% para a amostra HAp.com pode ser um indicativo de
aumento da atividade celular, resultando em crescimento celular, visto que o
valor obtido foi superior a 100% do controle positivo. Essa diferenca entre os
resultados também foi reportado por INGOLE et al. (2017) onde a viabilidade
celular foi maior para a amostra de HAp sintetizada com fontes de calcio
comercial em relagdo a derivada de cascas de ovos de galinha. Os autores
justificaram tal resultado devido a presenca de materiais toxicos e/ou ao pH do
meio. Mas apesar da diferenca obtida, os materiais sintetizados pelos autores
(INGOLE et al. (2017) apresentaram-se nao citotoxicos segundo a ISO 10993-5.

A andlise da Figura 63 permite concluir que as amostras ndo apresentaram
caracteristicas de citotoxicidade para as células, visto que apresentaram valores
de viabilidade celular acima de 85%, tanto para os extratos obtidos em 24 horas
guanto para os obtidos em 48 horas. Para ser considerado citotoxico, deve haver
uma diminui¢do da viabilidade celular em mais de 30% segundo a norma ISO
10993-5 (1ISO, 2009). A diferenca observada entre os resultados dos extratos
obtidos 24h e 48h pode ser atibuida a liberacdo de ions Ca™ no extrato, que
para 48h foi maior (Maeno et al., 2005), aumentando a interagdo com as células,
apresentando um impacto na viabilidade celular, mas ndo desqualificando o
material visto que os resultados obtidos estdo dentro do requerido pela 1SO
10993-5, sendo superiores a 70%.

As andlises estatisticas de ANOVA e teste Tukey foram aplicadas a fim
de verificar se resultados obtidos sdo estatisticamente significativos e identificar
qual grupo para o caso de haver significancia. Todos os dados foram tratados
estatisticamente eliminando valores fora do desvio padrdo. Segundo ANOVA e
teste Tukey, os resultados sdo estatisticamente significantes para a amostra
HAp.com em relacgéo as demais, pois p<0,05 (APENDICE B).

SUN et al. (2017) realizaram o ensaio de MTT (brometo de tiazolil azul de
tetrazolio) para amostras de HAp obtidas a partir de osso bovino comparando a
HAp sintética. Os resultados de viabilidade celular para as amostras derivadas
do osso foram superiores a da amostra de HAp sintetizada com fonte de calcio
comercial. Resultados semelhantes também foram obtidos por MICULESCU et.
al. (2018) onde a viabilidade celular para particulas obtidas a partir de conchas
foi superior a HAp sintética utilizada para comparagdo. Tais resultados mostram

mais uma vez que os compostos de fosfatos de calcio obtidos a partir de fontes
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naturais apresentam resultados semelhantes e/ou superiores aos apresentados
por amostras sintetizadas a partir de fontes de célcio comercial.

Neste trabalho de pesquisa buscou-se trabalhar com amostras com
diferentes superficies especificas, tamanho de particulas e tipo de fonte de calcio
para verificar a resposta celular. Além da liberagéo de substancias que venham
a ser toxicas, as caracteristicas fisicas como tamanho e morfologia podem ser
fatores causadores de toxicidade de um material. Muitos trabalhos reportam a
influéncia do tamanho de particula nas respostas citotoxicas do material, pois
quanto menor a particula, maior a tendéncia de entrar nas organelas
subcelulares, e proporcionar uma maior a citotoxicidade além da relagdo com
concentracdo que pode afetar diretamente a atividade celular (YANG et al.,
2018; ZHAO et al., 2013; RAO et al. 2019). Assim, deve-se trabalhar em
conjunto com as caracteristicas dos materiais, para se achar um equilibrio da
resposta no organismo.

Além do tamanho da particula, a concentragdo de particulas ou de ions
liberados tem sua significancia na citotoxicidade. PATEL et al. (2019) estudaram
o efeito da concentracdo de nanoparticulas de Hap derivadas da casca do ovo
de galinha e reportaram que a concentragdo tem fundamental influéncia na
viabilidade celular. O aumento do percentual (0,1; 0,25; 0,5; 1 e 2%) de HAp em
contato com as células provocou um aumento da viabilidade celular, até um
limite de 2% que entdo veio a diminuir. Isso mostra que a resposta celular
trabalha dentro de um limite toleravel.

A resposta celular é decorrente de um grupo de fatores que vao agir em
conjunto para se chegar a um resultado. Deve-se identificar os limites de
tamanho, morfologia e concentracdo em relacdo a aplicacdo do material pois

cada grupo celular também apresenta uma resposta diferente perante o material.

5.3.2.
Bioatividade

Foi utilizada a solucdo McCoy para simular as condicdes fisiolégicas com
concentracdes tipicas de ions do corpo humano (em condicées de pressao,
temperatura e atmosfera controladas) para avaliar as caracteristicas superficiais
das amostras como dissolucdo, morfologia, além da formacdo da camada bone
like apatite (apatita osséa) na superficie das amostras HAp.amb, HAp.600,
HAS3.600 e HAp.com.

A Figura 64 apresenta as micrografias do material inerte utilizado como

“branco” apo6s imersdo em meio McCoy. Nao foi observada qualquer alteracéo
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ou deposicado de material na superficie analisada confirmando o carater inerte do

substrato.

Figura 64 — Resultado do teste em branco frente ao material inerte utilizado. (a) 3 dias e
(b) 7 dias de imerséo na solugdo McCoy.

As micrografias de MEV das superficies das amostras sob forma de
pastilha, antes (0 dias de imersdo) e apds imerséo (3 e 7 dias) em meio McCoy
estao dispostas nas Figura 65.

Através da andlise das micrografias da Figura 65, foi possivel observar a
formacao de sulcos, indicados por setas brancas, em todas as amostras apés 3
e 7 dias de imersdo em meio McCoy, ndo sendo, porém, verificada a formacao
da camada bone like apatite. As diferentes morfologias das amostras HAp.600 e
HAS3.600 e as diferentes fontes de Ca** das amostras HAp.amb e HAp.com
ndo apresentaram entre si diferencas de resposta ao meio para o periodo de
teste a que foram submetidos.

A formacéo dos sulcos é decorrente da liberacdo de material para o meio.
Uma maior reabsorcdo dessas amostras ja era esperada, visto que as mesmas
possuem picos com perfil levemente largos, semelhantes ao das amostras
verdes, conforme foi observado nos resultados de DRX. Apesar da dissolucéao do
material, caracteristica também desejavel para um biomaterial, a taxa de
precipitagdo da apatita para a formagdo da camada néo foi enérgica o suficiente
para o periodo de 3 e 7 dias de ensaios. Porém, ha na literatura trabalhos que
reportam a deposicdo da bone like apatite em periodos menores, semelhantes
aos utilizado neste trabalho, justificando a escolha do tempo de incubacao.
BARADARAN et al. (2015) verificaram a formag&o da camada bone like apatite
apos 7 dias de imersdo em meio SBF para particulas de HAp obtida de fonte

comercial de calcio.
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HAS3.600 HAp.600 HAp.amb

HAp.com

Figura 65 — Cpédstras ra diferentes perl’odo de imersao ‘
solucdo McCoy em magnificagBes de 1000x. As setas indicam os sulcos formados
devido ao processo de dissolugéo.

Para as amostras obtidas neste trabalho, o tempo de incubagdo n&o foi
suficiente para que proporcionasse uma supersaturacdo do meio de cultura e
consequentemente a precipitacdo da bone like apatite na superficie da pastilha,
uma vez que oS materiais sintetizados possuem caracteristicas consideradas
ideais para a obtengdo da etapa de deposi¢cdo da camada superficial de apatita.
Ha na literatura trabalhos que reportam a formagéo dessa camada apos 14, 21 e
28 dias de incubacdo (FAHAMI et al., 2016; KUMAR et al., 2014 e ZIMA et al.,
2018). ZIMA et al. (2018) observaram para o periodo de 7 dias apenas alteracao
da superficie, como a formacdo de sulcos, e ap6s 28 dias foi verificada a
deposi¢do da camada bone like apatite em meio SBF. KUMAR e GIRIJA (2013)
trabalharam com Hap derivadas da casca de ovo de galinha, com tamanho de

particula de 100-200nm. As amostras foram analisadas em meio SBF, sendo
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observada a formacao de uma camada homogénea de bone like apatite apds 21
dias de imersao.

A bioatividade do material € avaliada principalmente pela deposi¢cao da
camada apatita (bone like apatite) sobre a superficie do material, 0 que néo foi
possivel ser verificado neste trabalho. Porém, este resultado ndo descarta o
material para ser utilizado em aplicagdes biomédicas, uma vez que foi observada
a dissolucdo na superficie das amostras. Essa caracteristica esté relacionada a
liberacéo de ions de fosfato e célcio o que pode induzir a acdo osseoindutiva em
uma bioceramica (BOYDE et al., 1999), podendo também ser considerada para
avaliar a bioatividade do material.

A amostra HAp.com, apés 7 dias de imersdo em meio McCoy
apresentou resultados semelhantes aos das amostras HAp.amb, HAp.600 e
HAS3.600 (Figura 65), com dissolu¢cdo em alguns pontos do material, mas n&o
apresentando a formagédo da camada apatita sendo mais um indicativo que o
tempo de ensaio néo foi suficiente.

FONSECA et al.,, (2017) realizaram ensaios de bioatividade in vitro
utilizando meio McCoy, onde foram analisadas placas de titanio recobertas com
HAp e Ag/HAp por 7 e 14 dias de imersdo. A andlise das amostras através da
técnica de MEV em magnificagcbes de até 30.000x ndo foi possivel observar
alteracdo na superficie das pastilhas, porém em magnificagdes de 150.000 e
300.000x foi possivel observar o inicio da deposi¢cédo da camada de apatita, tanto
para 7 quanto para 14 dias. E mesmo para o periodo de 14 dias a deposicao
mostrou-se irrisoria. Tais magnificagbes ndo foram possiveis de serem
adquiridas neste trabalho, sendo limitado a 50.000x ndo sendo possivel afirmar
se houve o inicio da precipitagdo na superficie das particulas.

A Figura 66 apresenta a comparacdo dos difratogramas das amostras
para zero e sete dias de imersdo em meio McCoy. As andlises foram realizadas
com o objetivo de verificar alguma diferenca nos difratogramas como uma forma
de detectar a formacdo da camada bone-like apatite para complementar os
resultados obtidos em MEV, uma vez que esse material apresenta

caracteristicas levemente amorfas ao se formar.
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Figura 66 — Difratogramas das amostras HAp.amb a), HAp.600 b), HAS3.600 c) e
HAp.com d) para zero e sete dias de imersdao em meio McCoy.

Os difratogramas obtidos corroboram os resultados de MEV, ndo sendo
identificado o perfil amorfo correspondente a deposicdo da camada bone-like
apatite.

As ceramicas de fosfato de calcio sao bioativas devido, principalmente, a
sua composicao quimica. A bioatividade de um material esta relacionada ao tipo
de processo ao qual foi submetido, e dependendo disso apresentam
comportamento diferente, o que inclui o periodo da formacdo da camada bone-
like apatite, causando maior ou menor grau de modificacdo de superficie, em
diferentes intervalos o que pode ser verificado nos resultados apresentados

neste trabalho.
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Conclusoes

Compostos de fosfatos de célcio para fins biolégicos foram sintetizados
com sucesso utilizando o método de precipitacdo, a partir da rea¢do do acido
fosférico com hidroxido de calcio, proveniente da hidrélise do 6xido de calcio
obtido pela calcinacdo da casca de ovo de galinha, utilizando a sacarose como
agente aditivo.

A caracterizacdo das cascas de ovos calcinadas a 1000°C identificou a
presenca predominante de Oxido de célcio, indicando que a temperatura e o
tempo utilizados foram suficientes para conversao completa da calcita em 6xido
de célcio. Como esperado, foram identificados os compostos P,Os € SrO em
gquantidades muito baixas, 0,42 e 0,31% em massa, respectivamente.

As amostras HAp.amb e HAp.com sao constituidas exclusivamente por
hidroxiapatita e apresentaram tamanhos médios de cristalito de 13 e 16 nm,
respectivamente, e quando tratado termicamente a 800 °C ndo apresentaram
formacdo de fases secundérias. As amostras possuem morfologias muito
semelhantes, sendo tipo bastdo. Ambas as amostras possuem elevado valor de
superficie especifica, de 85 e 133 m?/g, sendo o maior valor referente a amostra
sintetizada com Ca(OH), comercial.

Os resultados de DRX confirmaram a formacdo da HAp para as amostras
sintetizadas a partir da casca de ovo. Todas as amostras sao estaveis até 600°C
e as amostras HAS4.800 e HAS6.800 apresentaram formagdo de B-TCP.
Através do refinamento pelo método de Rietveld foi possivel quantificar e obter o
tamanho médio de cristalito das amostras. As amostras “verdes” (nao
calcinadas) possuem tamanho médio de cristalito na faixa de 11-15 nm, as
amostras calcinadas a 600° e 800 °C possuem tamanho em torno de 15-22 e 37-
43 nm, respectivamente. Quantidades a partir de 4 g de sacarose proporciona a
obtencédo de B-TCP para o caso de se desejar um material bifasico, sendo a
quantidade de sacarose proporcional a porcentagem da fase presente.

Os resultados de FTIR apresentaram as bandas caracteristicas da HAp,
indicando também bandas referentes ao carbonato devido a reacgéo ter ocorrido
em atmosfera ndo controlada. Essas bandas também foram observadas para a

hidroxiapatita comercial da marca Sigma. Os resultados de FTIR confirmam
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também a plena eliminacdo da sacarose em 600 °C, uma vez que nao foram
identificadas bandas referentes a esta substancia.

Os resultados de BET evidenciaram um aumento de superficie especifica
com o0 aumento da quantidade de sacarose até determinado limite, passando de
36m?%/g, para a amostra HAp.600 (sem a presenca de sacarose), até 93 m?/g
para a amostra HAS3.600 (sintetizado com sacarose), todas calcinadas a 600
°C. Todos os materiais classificam-se como mesoporosos, como tamanho médio
de poro entre 250 e 350 A, sendo observado também aumento no volume de
poros, que passou de 0,21 cm®g para valores na faixa de 0,50 a 0,60 cm®/g, o
que pode ter influenciado também os valores de superficie especifica.

A caracterizacdo por microscopia eletrbnica permitiu a avaliacdo das
alteracbes da morfologia para as diferentes quantidades de sacarose utilizadas.
As amostras apresentaram uma mistura de morfologias, com muitas formas
irregulares, principalmente nas amostras com 0,5 g e 1 g de sacarose. E
possivel observar uma tendéncia de arredondamento das particulas, que fica
mais evidente nas amostras HAS3.600 e HAS4.600,, com predominancia de
particulas esferoidais. Comparando-se todas as imagens, é possivel notar que
também houve uma diminuigdo do tamanho de particula, resultado que pode ser
comprovado por MET, passando 50 para 10-25 nm em média. Portanto, a
sacarose proporcionou alteragdo na morfologia dos materiais atuando também
na diminuicdo do tamanho de particula.

Os resultados obtidos neste trabalho para o ensaio da resazurina
claramente demonstraram que as amostras de HAp derivadas da casca do ovo
de galinha nao sao citotdxicas, mostrando ser uma forte candidata a matéria-
prima de implantes ortopédicos, para reparo do tecido 6sseo e outras aplicagcdes
na engenharia. O uso desses materiais sdo equivalentes ao de fontes de calcio
comerciais ndo apresentando desvantagem ou perda de caracteristicas além de
proporciar uma reducédo de gastos relacionados a matéria-prima.

Os ensaios de bioatividade em meio McCoy permitiram observar a
dissolucdo das amostras testadas, compativeis com caracteriticas de superficies
bioativas, porém para o periodo de 7 dias ndo foi observada a formacao da
camada bone like apatite, inclusive para a amostra HAp.com sintetizada com
Ca(OH), comercial, indicando que o periodo referente ao ensaio nao foi
suficiente para supersaturacdo do meio e consequentemente crescimento da
camada de bone like apatite.

Os materiais sintetizados apresentam propriedades semelhantes aos

obtidos a partir de fontes de célcio comerciais, possibilitando a diminuigdo dos
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custos referentes a sintese destes biomateriais, agregando valor a este residuo,
casca de ovo, e minimizando problemas ambientais para os casos de serem
descartados inadequadamente no meio ambiente. A sacarose apresenta-se
como um promissor aditivo atuando nas propriedades dos materiais sintetizados,
alterando dimenséo das particulas, porosidade, morfologia e propriedades de
superficie.
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Trabalhos futuros

e Producdo de compoésitos para obtencao de arcaboucos porosos a
partir dos poés sintetizados;

e Realizacdo de testes in vitro (citotoxicidade direta e indireta)

avaliando o crescimento celular para o periodo de 24h, 48h e 72h;

e Realizar os ensaios de bioatividade para os periodos de 14 e 21

dias em meio McCoy.
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Tabela 6 - Tamanho médio de cristalito das amostras de hidroxiapatita e os respectivos
valores de GOF oriundos dos refinamentos realizados.

Tamanho médio de cristalito

Amostra (nm) GOF

HA / B-TCP
HAp.amb 13,82 1,61
HAp.600 21,81 1,58
HAp.800 47,23 1,38
HAp.com 16,64 1,61
HAp.com.600 22,12 1,70
HAp.com.800 37,84 1,43
HASO05 15,89 1,55
HAS05.600 22,38 1,50
HAS05.800 43,24 1,63
HAS1 13,18 1,44
HAS1.600 19,70 1,54
HAS1.800 37,89 1,48
HAS2 14,15 1,40
HAS2.600 20,25 1,50
HAS2.800 41,00 1,66
HAS3 11,50 1,39
HAS3.600 15,33 1,64
HAS3.800 48,06 1,67
HAS4 11,01 1,52
HAS4.600 16,33 1,47
HAS4.800 42,43 | 45,96 1,56
HAS6 11,24 1,49
HAS6.600 15,89 1,47
HAS6.800 43,1/47,8 1,49
HA sigma padréo 33,33 1,48
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APENDICE B

Tabela 7 - Resultados da leitura de absorbancia para o ensaio da resazurina.

HAp.amb HAp.600 HAS3.600 HA.com
24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h 24 h 48 h
702 706 822 1259 814 712 781 831
883 761 810 738 765 719 832 795
798 689 923 733 755 732 869 792
780 734 786 734 743 710 881 725

Tabela 8 - Resultados da leitura de absorbancia dos controles positivos e negativos.

Controle

positivo (CT")

negativo (CT)

Controle

817 598 143
787 740 142
857 812 144
851 715 143
788 923 143
871 882 144
833 806 146
Média 805,5 143,75
Desvio padréo 74,21 1,13
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Tabela 9 - Média e desvio padrdo da vabilidade celular obtida a partir da férmula
apresentada na pagina 49.

HAp.amb HAp.600 HAS3.600 HA.com
(%) (%) (%) (%)

24 h 48 h 24 h 48 24 h 48 h 24 h 48 h

Meédia 93.35 87.16 97.99 89.36 91.71 86.77 104.64 97.99

Des.P. 5.12 2.28 2.23 0.26 1.09 0.47 2.54 2.15
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AMINOACIDOS mg/L | VITAMINAS mg/L | SAIS INORGANICOS ~ mg/L | OUTROS COMPONENTES  mg/L
Glicina 7,50 | Acido Ascirbico 0,50 | CaClz (anhyd.) 100,00 | Bacto-Peptona e
L-Alanina 13,90 | Biotina 0,20 | MgS0O,4 *» TH:O 200,00 | Glicose (Dextrose) 3.000,00
L-Arginina « HCL 42,10 | Cloreto de Colina 5,00 | KC1 400,00 | Glutatione (rednzida) 0,50
L-Asparagina 45,00 | D-Ca Pantotenato 0,20 | NaHCO, 2.200,00 | HEPES 5.958,00
L-Acido Aspdrtico 19.97 | Acido Félico 10,00 | NaCl 5.100,00 | Vermelho de Fenol 10,00
L-Cistina 31,50 | Nicotinamida 0,50 | NaH,PO, » HyO 580,00
L-Acido Glutimico 22,10 | Acido Nicotinico 0,50
L-Glutamina 21920 | Acido praminobenzdico 1,00
L-Histidina HCI » Hz0 20,96 | Piridoxal HCL 0,50
L-Hidroxiprolina 19,70 | Piridoxina HCL 0,50
L-Isoleucina 39,36 | Riboflavina 0,20
L-Leucina 39,36 | Tiamina HCL 0,20
L-Lisina = HCI 36,50 | Vitamina B12 2,00
L-Metionina 14,90 | i-Inositol 36,00
L-Fenilalanina 16,50
L-Prolina 17,30
L-Serina 26,30
L-Trecnina 17.90
L-Triptofano ER]
L-Tirosina * 2Na « 2H;0 26,20
L-Valina 17,60

CcODIGO DESCRICAQ EMBALAGEM FABRICANTE

V0162 MEIO McCOY'S C/HEPES E SFB 10%, S/PEPITONA FRASCO 100 ML VITROCELL

Figura 67 — Composi¢éo do meio McCoy.
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