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RESUMO

Estudos demonstram que a hidroxiapatita, vem se destacando entre as
bioceramicas, pois apresenta excelente biocompatibilidade com a fase mineral do
0sso humano, de férmula estequiométrica (Cao(PQO4)s(OH)2 ), com razdo Ca/P igual
a 1,67. Tem a capacidade de unir-se quimicamente com o tecido, o que a torna um
material bioativo. Apesar da estrutura e propriedades do tecido ésseo representar
um dos maiores campos de estudo, na atualidade o interesse esta na possibilidade
de incorporagdo de drogas a esses biomateriais. Neste trabalho foram preparados
compoésitos de HA e HA:Gel pelo método da precipitacdo, que consistiu na mistura
de uma solugdo de Ca(OH), (2 mol.L') com uma solugdo de HsPO,4 (1,2 mol.L™),
sob agitacao constante,aquecimento e controle de pH. Os precipitados obtidos foram
envelhecidos por um dia e posteriormente uma parte deles foi seco em estufa a
100°C e a outra parte foi liofilizada por 48 horas. Os pds foram peneirados,
calcinados e em seguida adicionados sulfato de gentamicina (C21H43N507.2,5H2S0y4)
em concentragbes de 0,25, 0,5, 1,0 e 2,0% em massa. Os poOs obtidos foram
caracterizados por: espectroscopia de absorcdo na regido do infravermelho;
difratometria de Raios X; microscopia eletrbnica de varredura (MEV-EDS),
microscopia eletrbnica de transmissdao (MET), analises granulométricas, area
superficial especifica pelo método BET; analise térmica diferencial (DTA) e
termogravimetria (TG). Em todas as amostras analisadas a parte mineral foi
caracterizada como hidroxiapatita carbonatada. Foi verificado que a morfologia e o
tamanho dos cristais sdo influenciados pelo tipo de secagem e pela adicdo de
gelatina. A razdo Ca/P encontrada foi superior a desejada para hidroxiapatita
estequiométrica. Através das analises de MEV e MET observa-se a presenca de
aglomerados, caracteristicos as apatitas. A avaliacdo da atividade microbiolégica
das amostras frente a saliva, com impregnacao de 0,5, 1,0 e 2,0% em massa de
sulfato de gentamicina obteve-se a contagem de Unidade Formadora de Colbnia
(UFC) igual a zero, sendo que nas amostras com 0,25% em massa do mesmo
antibiético houve uma grande diminuicao no crescimento de colbnias, porém apenas
na amostra de HA:Gel seca em estufa, a contagem de UFC, permaneceu igual a
zero. Os resultados das analises microbiolégicas comprovam a agao inibidora do
antibiético quando impregnados a hidroxiapatita.

Palavras-chave: biomateriais, hidroxiapatita, gelatina, sulfato de gentamicina,
ensaios microbioldgicos



25

ABSTRACT

Several studies have demonstrated that hydroxyapatite outstands amongst
bioceramics, since it presents excellent biocompatibility with human bone mineral
phase, stoichiometric formula (Ca1o(POa4)s(OH)2 ), with Ca/P ratio equal 1,67. It also
has the capability of bonding chemically with the tissue, which makes it a bioactive
material. Despite the structure and properties of bone tissue representing one of the
major fields of study, nowadays the interest is in the possibility of incorporating drugs
to such biomaterials. In this work, HA and HA:Gel composites were prepared throuqh
the precipitation method, which consisted of the mixture of a Ca(OH), (2 mol.L’
solution to a HsPO4 (1,2 mol.L™") solution, in constant agitation, heating and pH
control. The precipitate obtained were put to age for a day and later one part of them
was dried in oven at 100°C and another part lyophilized for 48 hours. Powders were
then sieved, calcined and had gentamicin sulfate (Co1H43Ns507.2,5H.S0O,) added to
them in 0,25, 0,5, 1,0 e 2,0% in mass concentrations. These powders were
characterized through: infrared absorption spectroscopy, X-ray diffractometry,
scanning electronic microscopy (SEM), transmission electronic microscopy (TEM),
granulometric analyses, specific superficial area by the BET method, differential
thermal analysis (DTA) and thermogravimetry (TG). In all samples analyzed, the
mineral part was characterized as carbonated hydroxyapatite. It was observed that
the morphology and crystal size are influenced by the drying method and gelatin
addition. The Ca/P ratio found was above the desired one for the stoichiometric
hydroxyapatite. Through the SEM and TEM analysis, the presence of agglomerates,
characteristic to apatites was noticed. The samples microbiological activity evaluation
with saliva, with 0,5, 1,0 e 2,0% gentamicin sulfate in mass resulted in UFC equal
zero, and samples with 0,25% of the same drug in mass presented sharp decrease
in the colonies development, however, only the HA:Gel dried in oven, the UFC
remained equal zero. Microbiological analysis results confirm the antibiotic inhibitor
action when impregnating the hydroxyapatite.

Key-words: biomaterials, hydroxyapatite, gelatin, gentamicin sulfate, microbiological
analyses.
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. Hidroxiapatita com adicdo de gelatina seca em estufa com
HA:Gel.E.0,25% impregnacao de 0,25 % em massa de sulfato de gentamicina
Gent.
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Gent.
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1 INTRODUCAO

O interesse pelo desenvolvimento de novos materiais utilizados em enxertos
com a funcao de restaurar, remodelar ou mesmo reforcar estruturas 6sseas cresceu
nos ultimos anos. O uso desses materiais € bastante comum em obturagdes, apos a
curetagem de lesdes cavitarias de tumores 6sseos benignos e malignos, sendo uma
alternativa para o reparo e substituicido de tecidos vitimados por traumas ou
patogenias. Além disso, existe uma preocupacdo em desenvolver terapias que
visem melhorar e garantir a qualidade de vida, pois, entre os diversos males que
afetam a estrutura O6ssea, a osteoporose e a perda de massa éssea tém sido
intensamente estudadas devido a seus efeitos devastadores.

A ciéncia dos materiais vem ocupando lugar de destaque, para atender a
demanda da industria moderna relacionados aos problemas de estrutura dssea,
decorrentes de processos inflamatorios, acidentes ou osteoporose.

A auséncia de um substituto biolégico que atenda perfeitamente as
necessidades de enxertia influenciou no desenvolvimento de biomateriais sintéticos
para eventuais substituicdes 6sseas. (CANO et al,1999).

A introducdo desses materiais sintéticos no corpo aparece como um
caminho para minimizar desconfortos e melhorar a qualidade e a expectativa de
vida.

Dessa forma, torna-se necessario a uniao de varias areas do conhecimento,
destacando-se as Ciéncias Biologicas, Ciéncias Médicas e Veterinaria, concomitante
com o avancgo da Ciéncia dos Materiais, utilizando os biomateriais em suas técnicas.

Os biomateriais devem apresentar propriedades fisicas e biologicas

compativeis com os tecidos vivos hospedeiros, de modo, a ndao estimular uma
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resposta imunolégica dos mesmos, isto caracteriza a biocompatibilidade.(PARK,
1979).

Dentre os materiais sintéticos usados para biorreparacao do tecido 6sseo,
destacam-se as ceramicas, também conhecidas como bioceramicas, apresentam-se
na forma de pos, revestimentos ou préteses usadas para reparo, aumento ou
substituicdo de tecidos doentes ou danificados, como 0ssos, articulacdes e dentes.
(ANDRADE, 2006).

As matérias-primas utilizadas na fabricacdo de biocerdmicas podem ser
naturais ou produtos quimicos inorganicos sintetizados por uma rota especifica. No
caso de produtos para aplicacdo biomédica, a necessidade de elevada pureza e
controle, determina, em geral, 0 uso de processo de sintese especifico ou de
selecdo e beneficiamento da matéria-prima. (OREFICE, 2006; EISENBERGER,
1996).

Sao exemplos de bioceramicas a alumina densa (a-Al>Os3), a zircénia (ZrOy),
o dioxido de titanio (TiO,), fosfatos de calcio, sendo a hidroxiapatita
(Caq0(PO4)s(OH)2) mais estudada, e as vitroceramicas de silica/fosfato de célcio.

Para obtencdo de biomateriais, tem-se utilizado os fosfatos de calcio, que
sdo materiais ceramicos com relacdo Ca/P variadas, conhecidos como apatitas.
Desta forma, os fosfatos de célcio que possuem uma relagdo Ca/P variando de 0.5 a
2.0, podem ser sintetizados por varios métodos, como o da precipitacdo a partir de
solugbes contendo ions calcio e fosfato, sob condicées alcalinas ou acidas.
(LEGEROS,1991).

A hidroxiapatita (HA), vem se destacando entre as bioceramicas, pois
apresenta excelente biocompatibilidade com a fase mineral do osso humano, de

formula estequiométrica (Caio(PO4)s(OH)2 ), com razdo Ca/P igual a 1,67 tendo a
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capacidade de unir-se quimicamente com o tecido, o que a torna um material
bioativo. Seu uso para finalidades clinicas se deve primeiramente a alta
compatibilidade e osteointegracdo do material. A hidroxiapatita apresenta uma baixa
toxidade; boas propriedades mecanicas nas condicdes fisioldgicas; porosidade que
permite uma ancoramento das células; baixa imunogenicidade e bioatividade.

A tendéncia atual é a utilizacdo desses biomateriais com a incorporacao de
farmacos (antibi6ticos) visando a sua liberacao controlada em organismos vivos.
Portanto, reduzindo o efeito terapéutico da administracdo no modo convencional e,
com a vantagem de liberacdo da droga diretamente no tecido 6sseo danificado,
desta maneira, evitando possiveis cirurgias para remocado do material apdés a
liberacao total da droga. (OGAWA & PLEPIS, 2002).

Os antibidticos utilizados para tratar infeccoes bacterianas podem ser
classificados de acordo com a sua poténcia. Sendo que os antibiéticos bactericidas
destroem as bactérias, enquanto, os antibibticos bacteriostaticos evitam apenas que
as bactérias se multipliquem e permitem que o organismo elimine as bactérias
resistentes. A gentamicina (Cz1H43N507.2,5H.S0O4) € um antimicrobiano da classe
dos aminoglicosideos, de baixo custo e amplamente utilizado no tratamento de
infecgdes dsseas, queimaduras, septicemia bacteriana, infeccdes da pele e do trato
intestinal, entre outras. (BIER, 1984; KOROLKOVAS & BURCKHALTER, 1982;
MARTINS et al, 1999). Os aminoglicosideos sao antibioticos de amplo uso clinico,
em funcdo de sua eficacia contra bacilos gram-negativos e de seu sinergismo
positivo com outros antibiéticos no tratamento de infeccées por agentes gram-

positivos.
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Ensaios microbioldgicos do biomaterial in vitro ou in vivo permitem avaliar a
eficacia da droga testada, estes testes ndo sao utilizados somente para estabelecer
um padrdao de funcionalidade, mas também para determinagcdo de um valor
quantitativo em relacdo ao percentual da droga permitida na utilizacdo, além de
estabelecer um padrao de eficacia em relagdo a contencdo ou eliminagao dos
microorganismos que possam se desenvolver no local do reparo. (NASCIMENTO et
al, 2007).

Dentro do que foi exposto o proposito deste trabalho foi desenvolver um
biomaterial de hidroxiapatita com a incorporacdo de gentamicina.

Varios métodos sao utilizados na sintese da hidroxiapatita, entretanto, nesse
trabalho utilizou-se a reacao por precipitagdo em meio aquoso. Este método
destaca-se pela sua simplicidade, baixo custo, além da formacao da HA cristalina. A
precipitacao foi realizada na auséncia e na presenca de gelatina. A secagem do
material foi realizada em estufa e liofilizador. Essas variaveis foram estudadas com o
objetivo de obter caracteristicas morfolégicas que auxiliem a gentamicina na inibicao
do crescimento bacteriano apds substituicdo éssea. Para tanto, os testes realizados
foram efetuados com a inoculacdo dos pds obtidos em meio de cultura apropriada
(BHI) na presenca de saliva humana. Diferentes concentragcdes de sulfato de

gentamicina foram testadas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 BIOMATERIAIS

Na atualidade nos deparamos com diversos problemas relacionados a
saude, acidentes automobilisticos, aumento da populagdo de idosos e,
consequentemente, das doencas relacionadas a velhice. Portanto, varias pesquisas
estdo voltadas a area dos materiais, buscado melhorar suas propriedades fisicas ,
como aquelas observadas quando estes se encontram na forma nanométrica, que
possam substituir de forma adequada os ossos danificados. Estes materiais devem
apresentar propriedades fisicas e biolégicas compativeis com os tecidos vivos onde
serdao implantados, as quais caracterizam a biocompatibilidade. Os materiais
sintéticos utilizados para este fim sdo chamados de biomateriais e podem ser
metais, polimeros, compdsitos, ceramicas e vidros. (KAMACHI et al, 2000).

Dentre inumeras definicdes, entende-se por biomaterial como “Toda
substancia (com excecdo de drogas) ou combinacdo de substancias, de origem
sintética ou natural, que durante um periodo de tempo indeterminado é empregado
como um todo ou parte integrante de um sistema para tratamento, ampliacdo ou
substituicao de quaisquer tecidos, érgaos ou funcdes corporais”. (WILLIAMS, 1987).

Segundo Hench e Wilson, incluem-se dentro das ceramicas bioativas, as
ceramicas de hidroxiapatita e aos vidros, vitroceramicas e materiais compostos com
atividades superficiais. Na superficie destes materiais se forma uma capa de
carbohidroxiapatita biologicamente ativa, na qual proporciona a uniao interfacial com
o tecido. Esta fase é quimica e estruturalmente equivalente a fase mineral

constituinte do osso. (HENCH & WILSON, 1993).



41

Devido a distintas propriedades e formas, os biomateriais podem ser
aplicados em inumeras partes do corpo (Figura 1). Grande parte dos "materiais de
uso em saude", conforme definicbes estdo enquadrados como biomateriais:
préteses, lentes, enxertos, “stents”, cateteres, tubos de circulacdo extra-corpérea e
arcaboucos (“scaffolds”) empregados na Engenharia de tecidos , entre outros.

(SOARES, 2005).

protese ocular
@< § reposicao auditiva

s reposicao da cartilagem

tubo para regeneracao de nervos

~,
valvula cardgaa %)

pele sintética protese do quadril

protese
de joelho

protese do tendéo

Figura 1: Aplicagéo dos biomateriais.
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Os biomateriais podem ser classificados de acordo com seu comportamento
fisioldgico em: biotoleraveis, bioinertes, bioativos e absorviveis. (SANTOS, 2002).

Biotoleraveis, materiais apenas tolerados pelo organismo, sendo isolados
dos tecidos adjacentes por meio da formacdo de camada envoltéria de tecido
fibroso. Esta camada é induzida por meio da liberacao de compostos quimicos, ions,
produtos de corrosdo e outros por parte do material implantado. Quanto maior a
espessura da camada de tecido fibroso formada, menor a tolerabilidade dos tecidos
ao material. Os materiais biotoleraveis sao praticamente todos os polimeros
sintéticos assim como a grande maioria dos metais. (SANTOS, 2002).

Bioinerte, quando o material ndo libera nenhum tipo de componente ou, mais
realisticamente, o faz em pequenas quantidades. A quantidade de células
fagocitarias na interface & minima, a resposta fagocitica sera passageira e uma fina
capsula tomara lugar ap6s o implante. Em alguns casos esta camada é praticamente
imperceptivel. Os materiais bioinertes mais utilizados s&o alumina, zircénia, titanio,
ligas de titanio e carbono. (SANTOS, 2002).

Absorviveis, materiais que, apos certo periodo de tempo em contato com os
tecidos, acabam sendo degradados, solubilizados ou fagocitados pelo organismo.
Tais materiais sdo extremamente interessantes em aplicagdes clinicas em funcao de
ser desnecessaria nova intervengdo cirdrgica para a retirada do material do
implante. Os principais exemplos desses materiais sdo os fosfatos tricalcico (TCP),
acido politatico e gesso. (SANTOS, 2002).

Bioativos, materiais em que ocorrem ligagcdes de natureza quimica entre
material e tecido ésseo (osteointegracao). Em funcédo da similaridade quimica entre
estes materiais e a parte mineral 6ssea, os tecidos désseos se ligam a eles,

permitindo a osteoconducdo por meio do recobrimento por células 6sseas.
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(SANTOS, 2002). Os principais materiais desta classe sao os vidros e vitroceramicas
a base de fosfatos de calcio, a hidroxiapatita e os componentes de fosfato de calcio.
(RIGO et al, 1999).

A utilizacao de ceramicas como biomateriais vem sendo relatada desde
1894, quando Dreesman relatou o uso de gesso (CaS04.1/2 H.O) como um possivel
substituto para ossos. Porém, a baixa resisténcia mecanica e o fato deste material
ser absorvido pelo organismo, provocando uma rapida degradacao e fragmentacao,
torna seu uso inviavel para implantes 6sseos. (KAWACHI et al, 2000).

A década de 1970 marcou o inicio do uso sistematico de materiais
ceramicos como bioceramicos (Tabela 1). A alumina densa (a-Al,O3) foi a primeira
bioceramica com uso muito difundido neste periodo, por se apresentar bioinerte e

com elevada resisténcia mecanica. (KAWACHI et al, 2000).

Tabela 1: Classificagao das Bioceramicas. (adaptada de KAWACHI et al, 2000).

Tipo de bioceramica Interagbes com os tecidos Exemplos

Inertes Nao ha interagbes quimicas nem Alumina
biologicas

Porosas Ocorre o crescimento interno dos tecidos Aluminatos e

hidroxiapatita porosos
através dos poros

Bioativas Ocorre uma forte ligagcao na interface Biovidros, hidroxiaptita e
vitro-ceramicas
osso-implante

Reabsorviveis As ceramicas sao degradadas e Gesso e fosfato tricalcico

substituidas pelos tecidos

Para que uma biocerdmica possa ser utilizada em organismos vivos, é
necessario apresentar algumas caracteristicas, tais como: ser biocompativel, isto é,

nao induzir as respostas teciduais ou imunolégicas; ndo ser téxico nem
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carcinogénico; ser quimicamente estavel; ter estabilidade mecanica adequada; ter
peso, densidade e forma adequada; ser relativamente barato, reprodutivel e de facil
fabricacdo; ser biofuncional, ou seja, desempenhar a fungcdo para a qual foi
projetado com a maxima eficiéncia. (VULCANI, 2004).

Na literatura encontramos diversas rotas de sintese que tem mostrado uma
profunda influéncia dos métodos de preparacdo sobre as propriedades das
bioceramicas. Entre estas propriedades, destacam-se, a estequiometria, a estrutura
cristalina e a porosidade, para o comportamento biolégico de tais materiais.
Genericamente, o preparo de uma ceramica e, portanto, de uma bioceramica,
envolve trés etapas fundamentais: preparo do pd; secagem parcial do bloco
conformado e aquecimento a altas temperaturas para obtencéo do bloco sinterizado.

Atualmente, vem se difundido o uso de ceramicas, como a zircénia (ZrO,), o
diéxido de titanio (TiOy), os fosfatos de calcio e as vitroceramicas de silica/fosfato de
célcio. Dentre estas ceramicas, o fosfato de célcio, a hidroxiapatita, com razao Ca/P
igual a 1, 67, €, sem duvida a mais estudada para as finalidades clinicas, por ser o

principal componente presente na fase mineral dos ossos. (KAWACHI et al, 2000).

2.2 TECIDO OSSEO

Essencialmente o 0sso é considerado como nanocompoésito de minerais e
proteinas. Os minerais sdo na maior parte apatitas semelhantes as hidroxiapatitas
(HA - Caio(PO4)s(OH).), fluorapatita e apatita-carbonatada.

A organizacao estrutural do osso, como mostrado na Figura 2, pode ser
dividida em: macroestrutura (osso cortical e esponjoso); microestrutura (sistema

Harvesiano, é&steons, trabéculas individuais), sub-microestrutura (lamelas);
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nanoestrutura (colageno fibrilar com fase mineral) e sub-nanoestrutura (estrutura
molecular dos elementos constituintes, tais como o mineral, o colageno e as
proteinas nao-colagenas). Essa estrutura hierarquicamente organizada possui
arranjo e orientacao de componentes irregulares, contudo aperfeicoados, produzindo

um material heterogéneo e anisotropico. (RHO et al, 1998).

molécula de
0850 coldgeno
trabecular [

fibta de |:||:|r||a l:IE:

larmela coldgeno colégeno =
cristais
macroestrutura H nanoestiutura | nm
10=5300 pm 37 um
microestiutura  sub-microestrutura sub-nanoestrutura

Figura 2: Organizacao estrutural do osso. (RHO et al, 1998)

Os cristais de apatita se encontram em espacos discretos, dentro das fibrilas
de colageno, portanto limitando o possivel crescimento primario dos cristais e
forcando-os a serem discretos e descontinuos. Os cristais crescem numa orientagdo
cristalina especifica, com o eixo dos cristais aproximadamente paralelos ao eixo de
comprimento das fibrilas de colageno. A dimensdo média da fase mineral é de
50x25x3nm?®. (RHO et al, 1998).

Em geral HA é um componente essencial do osso mineral e em certos casos
apatita-carbonatada € o essencial componente do tecido duro, assim como o

esmalte dental. Sendo que, a calcificacdo do tecido 6sseo e dental é considerado
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biologicamente e quimicamente um depdsito de compdsitos entre nanocristais de HA
e colageno tipo um. (CHANG, 2003).

A matriz 6ssea compde-se de duas partes, uma delas é inorganica,
constituindo cerca de 70% de seu peso seco, sendo composta por ions de calcio e
fésforo, formando os cristais de hidroxiapatita Caio(PQO4)s(OH)2, e de pequena
quantidades de bicarbonatos, citratos, magnésio, sédio e potassio. A outra parte é
organica, constituida de fibras colagenas (95%) e por pequena quantidade de
substancia fundamental amorfa (colageno tipo1). A associacao de hidroxiapatita com
fibras colagenas é responsavel pela dureza e resisténcia do tecido 6Osseo. A
mineralizacao consiste na deposi¢do de ions inorganicos, principalmente o fosfato
de calcio. (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 1999).

O colageno é principal constituinte do esqueleto, servindo como suporte para
os tecidos moles e protegendo os 6rgaos vitais. Sendo um tipo especializado de
tecido conjuntivo formado por células e material extracelular calcificado, a matriz
O0ssea. No o0sso, ela é composta por, aproximadamente 25% de agua, 25% de
proteinas fibrilares e 50% de sais minerais cristalizados. (TORTORA &
GRABOWSKI, 2002).

O osso € altamente especializado sendo caracterizado por sua rigidez e
resisténcia a pressao. Tal dureza resulta da interagdo entre 0 componente organico
e o componente mineral da matriz, ja que o0 0sso € um grande depdsito, sobretudo
de ions de célcio e fosfato. (STEVENS & LOWE, 2000).

Os ossos param de crescer, em comprimento, em torno dos 25 anos de
idade. Os processos que afetam o crescimento e a manutencao do osso dependem
de ingestdo adequada da dieta, de minerais e vitaminas, assim como de niveis

suficientes de horménios. (TORTORA & GRABOWSKI, 2002).
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Ja o envelhecimento do tecido ésseo ocorre por duas maneiras: a perda da
massa 6ssea, que comeca apds os 30 anos na mulher e geralmente aos 60 anos
nos homens, essa perda de calcio dos 0ssos é uma das causas da osteoporose. O
segundo processo, a fragilidade, resulta da diminuicdo da sintese protéica, o que
reduz a porcao organica da matriz 6ssea, sobretudo fibras colagenas, que da ao
0sso sua forca e tensdo. (TORTORA & GRABOWSKI, 2002).

O “esqueleto” do embrido humano é composto por membranas de tecido
conjuntivo fibroso, formadas por condensacéao de tecido conjuntivo embrionario, que
formam o molde para a ossificacdo chamada de intramembranosa, ou por
segmentos de cartilagem, dando origem a ossificacdo endocondral. (TORTORA &
GRABOWSKI, 2002).

Em relacdo a histologia do tecido ésseo pode-se dizer que ha quatro tipos
de células 6sseas: as células osteogénicas ou osteoprogenitoras, os osteoblastos,
ostedcitos e os osteoclastos. (TORTORA & GRABOWSKI, 2002).

A formacdo do osso ocorre de trés maneiras distintas: osteogénese,
osteoconducao e osteoinducgéo. (GIMENES, 2001).

A parte do osso perdida ou lesada pode ser substituida por outros tecidos,
denominados enxertos que podem se classificar em: enxertos 6sseos autdlogos ou
autoenxertos; aloenxerto ou homoenxerto; os xenoenxertos ou heteroenxerto e os
aloplastos. (CORREIA & ALVES, 2002).

Enxertos 6sseos autélogos ou autoenxertos ocorrem quando o 0sso é
transferido de um lugar a outro, no mesmo individuo, seu emprego, porém trazem
alguns problemas como a limitagdo do material, lesdo ou enfraquecimento de outras

estruturas 6sseas e riscos inerentes a este tipo de intervengéo. (ROSSI et al, 2001).
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Aloenxerto ou homoenxerto utiliza osso liofilizado desmineralizado de
origem humana, neste caso encontra-se dificuldade de esterilizacdo e estocagem.

Os xenoenxertos ou heteroenxerto neste caso tem-se uma matriz mineral
Ossea purificada de origem bovina, sendo semelhante ao osso humano no que
concerne a sua superficie interna, porosidade, tamanho do cristal e relacao célcio-
fésforo. (CORREIA & ALVES, 2002).

Os aloplastos sao biologicamente inertes, usados para aumentar ou
reconstruir partes do organismo, cujo desenvolvimento surgiu em decorréncia da
auséncia de um substituto biol6gico que atenda as necessidades.

As bioceramicas sao muito utilizadas, pois nao induzem qualquer reacao
imunoldgica ou téxica, bem diferente de alguns materiais que tém origem organica.
Nao apresentam riscos de transmissdo de patologias infecto-contagiosa nem de
degradacao protéica, em razdo de suas caracteristicas sintéticas e por
apresentarem alta pureza em decorréncia de seu processo de obtencdo com
controle rigido e sistematico, de acordo com os padrdes exigidos. (GROSS et al,

1997).

2.3 Fosfatos de Calcio e Farmacos

A idéia de liberacao controlada de substéancias biologicamente ativas ja é
utilizada desde a década de 50, sendo que anteriormente ndo se conheciam
materiais que pudessem liberar moléculas de alto peso molecular, tais como
peptideos e proteinas, sem induzir inflamacées. (FOLKMAN, 1990).

Na busca de materiais para regeneracao e reparagao éssea entra em campo

as ceramicas conhecidas ao longo de alguns anos.
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Inicialmente, o maior interesse estd nas ceramicas biol6gicamente inertes
como alumina e zircbnia, devido a sua excelente resisténcia a corrosdo, sua alta
resisténcia mecanica, seu baixo atrito e desgaste. As ceramicas bioativas, mais
concretamente, os fosfatos de calcio, como a hidroxiapatita (Caio(PQO4)s(OH)2), 0
fosfato tricalcico B(B-TCP,B-Cas(PQ,)2), se introduziram como substitutos 6sseos nos
anos setenta. Uma das razdes €& seu bom comportamento biolégico e sua
similaridade com a fase mineral do 0sso, que € uma hidroxiapatita carbonatada. Sua
aplicabilidade esta relacionada a alguns problemas de adaptacado e fixagcdo na
cavidade onde serdo implantados, tais, como: métodos de fabricacdo dessas
ceramicas e sinterizagdo a alta temperatura. Esses dois fatores representam um
inconveniente importante para este tipo de material, visto que, estdo relacionados ao
seu tamanho e forma, que devem ser definidos antes da implantacao.

No ano de 1983, Brown e Chow publicaram o primeiro estudo sobre um
cimento de fosfato de calcio (CPC), que considerava a possibilidade de obter HA em
forma monolitica a temperatura ambiente e corporal, mediante uma reacédo do tipo
cimento (BROW, 1983). Ao misturar dois precursores de fosfatos de célcio, forma-se
uma fase basica, o fosfato tetracalcico (TTCP, Cas(PO4).0) e uma fase acida, o
fosfato dicalcico dihidratado (DCPD, CaHPO4.2H,O) o hidrogenofosfato de calcio
(DCP, CaHPO,), com uma solucdo aquosa obtiveram uma pasta rigida, com o
tempo a temperatura ambiente.

Em geral, se pode decidir que os CPC consistem na mistura de uma fase em
pd, formados por um ou mais fosfatos de célcio, com uma fase liquida (agua ou uma
solugdo aquosa), dando lugar a uma pasta rigida, formando um corpo sélido.

(BOHNER, 1997).
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Para incorporacao de um farmaco em CPC, devem ser considerados alguns
aspectos: verificacdo de adi¢cao do farmaco, que se pode incorporar na fase liquida e
na fase sélida do cimento, pois isso interfere na reacéo do precipitado, modificando
suas propriedades fisico-quimicas, tanto em nivel de precipitagcdo e endurecimento,
quanto ao comportamento reolégico. Depois, é necessario caracterizar a cinética de
liberacdo do farmaco in vitro, para em seguida, estudar o efeito desse material para
atuar como veiculo de liberacao do farmaco in vivo, ficando por ultimo sua aplicacao
clinica.

Assim, os estudos podem ser classificados como:
A) Estudos in vitro — efeito da incorporacao de antibidticos nas
propriedades fisico quimicas dos cimentos; estudo da cinética de liberagao
de antibioticos in vitro. (BOHNER, 2000).
B) Estudos in vivo — andlises de liberacdo de antibidticos in vivo.
(LEE, 1999).

Devido as dificuldades experimentais e éticas inerentes aos procedimentos
in vivo, varios procedimentos in vitro foram propostos para testar a bioatividade de
materiais sintéticos. Os estudos mais antigos foram realizados por Hench e
colaboradores em 1993, os quais mostraram o crescimento da camada HA, in vitro,
em vidros que liberavam ions célcio e fésforo para o meio, imergindo-os em uma
solucdo de agua destilada tamponada com tris-hidroximetil-amino-metano e HCI
(tampao tris) a um pH de 7,25 a 37° C. Entretanto, quando outros tipos de vidros,
que nao continham calcio e fosforo em sua composicdo original, mas que
apresentavam bioatividade in vivo, eram imersos no tampao tris, ndo ocorria o

crescimento da camada de HA. (DOMINGUES, 2006).
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Dentre varios métodos utilizados para a aplicagao de recobrimentos de HA,
o método denominado biomimético, introduzido por Abe, é uma das técnicas mais
promissoras para producdo de biomateriais sob condicdes ambiente. Este método
consiste na imersdao do substrato, a ser recoberto, em solugdo sintética (SBF-
Simulated Body Fluid) de composicdo quimica e pH semelhante ao plasma
sanguineo e temperatura similar a do corpo humano. (ABE, 1990). Devido a essas
condigbes é possivel recobrir materiais porosos, e também materiais sensiveis a
temperaturas, como é o caso dos polimeros. Além disso, com esta técnica podem-se
recobrir implantes com diferentes fases de fosfatos de célcio, as quais possuem
caracteristicas benéficas para formacao 6ssea. (GROSS, 1997).

Atualmente, o procedimento mais utilizado para teste in vitro consiste em
imergir o material a ser testado em solucao SBF por periodos de tempo entre 3 h e
15 dias e, posteriormente, através de andlises de absorcdo na regidao do
Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) e de microscopia eletrénica de
varredura utilizando a técnica de espectroscopia de raios X por dispersao de energia
(EDS), sao utilizadas para comprovar a formacao de HA. (DOMINGUES, 2006).

Desde meados dos anos noventa, diversos estudos apontam que se pode
utilizar tanto CPC comercial, como formulacées desenvolvidas experimentalmente,
como veiculos de liberacado de farmacos. Em geral, nas pesquisas destacam-se os
antibiéticos, por sua ampla aplicacédo, tanto no campo de prevencao de infeccdes
ocasionados durante cirurgias, como no tratamento de infeccbes dsseas, também se
tem realizado estudos com outros medicamentos, como antiflamatérios, farmacos
contra o cancer, incluindo horménios. (BOHNER, 2000).

No campo de restauragao do tecido 6sseo, os fosfatos de célcio apresentam

grande interesse e em particular a hidroxiapatita como Cao(PQO4)s(OH)., por sua
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semelhanca com a hidroxicarbonatoapatita presente na fase mineral de ossos e
dentes. (LEGEROS, 1991). O principal atrativo biolégico desses materiais inclui a
auséncia de toxidade local e sistémica, a auséncia de resposta inflamatéria e corpo
estranho; a capacidade de ligar-se diretamente com tecido 6&sseo, sua
osteocondutividade, assim como sua biocompatibilidade. Contudo, apesar das
grandes vantagens, a hidroxiapatita demonstra uma lenta reatividade in vitro, assim
como uma lenta formacao do tecido ésseo in vivo.

A introducdo do farmaco no cimento pode afetar o seu comportamento
reolégico. Neste sentido tem se observado a introdugdo de vancomicina acelera o
processo de endurecimento, a tobramicina retarda, enquanto que a cefalixina
monohidratada ndo o modifica. (GITELIS, 2002).

A velocidade de liberagdo do farmaco é uma propriedade critica de todo
processo que venha a ser utilizado como sistema de liberacdo. Em ensaios in vitro, a
caracterizacdo de sua cinética de liberacdo se pode realizar, geralmente em
solugdes tamponadas de fosfato a pH 7,4 em fluido corporal simulado (SBF) e a
quantificacdo do farmaco realiza-se por métodos microbioldégicos e
espectrofotométricos.

Assim mesmo, é importante considerar o estudo de liberagcéo, isto €,
contando que a solugéo onde se libera o farmaco, se renova ou nao, depois de cada
medida. Nesse sentido, estudos in vitro de liberagdo de tobramicina de uma matriz
de SCD, demonstraram que a solucao € renovada, mais de 50% do farmaco se
libera nas primeiras 24 horas, em caso contrario a liberacdo de 50% de tobramicina
se alcanga em seis dias de ensaio. (MCLAREN et al, 2002).

Por outra parte, a utilizacao desses sistemas de liberacédo “in vivo”, implica

na esterilizacdo do material. Neste sentido, Dacquet et al, (1990) realizaram um
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estudo da influéncia no processo de esterilizacdo dos cimentos com radiacdo y , na

liberacao do farmaco. (DACQUET et al, 1990).

2.4 ANTIBIOTICOS

O aumento de infeccbes désseas causada por Staphylococcus Aureus,
agente mais freqliente causador da osteomelitis crénica, assim como o aumento da
resisténcia a distintos microorganismos, eleva a busca de diferentes combinacdes
de HA/antibiéticos.

Geralmente, os antibibticos tém sido designados, para serem administrados
diariamente no organismo, portanto, sozinhos eles devem manter sua atividade
durante algumas horas. Contudo, quando séo introduzidos no organismo junto com
o implante, os antibiéticos devem permanecer no corpo a 37°C durante alguns
dias/semanas e sua atividade deve persistir durante o tratamento. Nesse sentido é
importante conhecer a estabilidade térmica dos farmacos durante os ensaios de
liberacao.

Os resultados obtidos mostram que cefosloporinas e penicilinas
(principalmente o sal sodico e a amoxilina), sdo muito instaveis a 37°C e sua
atividade antibacteriana diminui em 90% depois de uma semana.

Dentre os antibiéticos, encontram-se a classe dos aminoglicosideos, de
amplo uso clinico, sendo direcionado para tratar infeccdes causadas por
microorganismos gram-negativos, importantes agentes etiolégicos da septicemia.
(BERTINO et al, 1994). Os aminoglicosideos (sulfatos de gentamicina, tobramicina e

amikacina) apresentam a melhor estabilidade térmica e suas propriedades
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antibacterianas nao se modificam ao permanecer trés semanas em solucéo a 37 °C.
Por outro lado, o baixo indice terapéutico desta classe e reacdes adversas
relacionadas a nefro e ototoxicidade sao fatores limitantes de sua utilizagéo.
(TAVARES, 1999).

Estudos que culminaram com o descobrimento desta nova classe de
antibiéticos iniciaram-se em 1939, no Departamento de Microbiologia da Unidade de
Agricultura Experimental da Universidade de Rutgers, de New Jersey, nos Estados
Unidos. Em 1943, apds examinar varios actinomicetos de solo Wasksman e
colaboradores, isolaram uma cepa de Streptomyces griseus, que produzia uma
substancia que inibia o crescimento do bacilo da tuberculose e de diversos
microorganismos Gram-positivos e Gram-negativos, e a partir dai, em 1944, a
estreptomicina foi isolada. (TAVARES, 1999).

Depois desses estudos uma série de substancias derivadas dos
actinomicetos, com potencial antibacteriano, foram descobertas, assim como o0s
aminoglicosideos semi-sintéticos, amicacina e netilmicina derivados da canamicina e
sisomicina. (GILBERT, 1995). Pode-se verificar na Tabela 2 a origem e o0 ano de

descoberta dos aminoglicosideos.
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Tabela 2: Relagéo dos aminoglicosideos. gAdaetada de OLIVEIRA et al, 20062.

Nome Género Ano de descoberta
Streptomycin Streptomyces griséus 1994
Neomycin Streptomyces fradiae 1949
Kanamycin Streptomyces kanamyceticus 1957
Paromomycin Streptomyces fradie 1959
Gentamicin Micromonosporona purpurea 1963
Tobramycin Streptomyces tenebrarius 1968
Amikacin Streptomyces kanamyceticus 1972
Netilmicin Micromonospora inyoensis 1975
Spectinomycin Streptomyces spectabilis 1962
Sisomicin Micromonospora inyoensis 1970
Dibekacin Streptomyces kanamyceticus 1971
Isepamicin Micromonosporona purpurea 1978

Segundo Oliveira e colaboradores (2006), 0 nome aminoglicosideo se deve
ao fato da molécula ser constituida por dois ou mais aminoacgucares unidos por
ligacdo glicosidica a hexose ou aminociclitol, que habitualmente esta em posicao
central. Portanto, o nome da substancia tem relacado com a sua origem. Aqueles que
terminam com mycin sdo derivados direta ou indiretamente de Streptomyces e
aqueles que terminam com micin sdo derivados direta ou indiretamente de
Micromonosporona.

Outros antibioticos (quinolona, glicopéptidos, fusidato de sédio e em menor
grau, a amoxilina trihidrato) mantém uma atividade parcial (40 - 60%) depois de trés
semanas nestas condicoes. (GITELIS, 2002; VARLET, 1983).

Os resultados obtidos em ensaios in vitro e in vivo, indicam que HA
associado aos antibidticos pode representar uma boa alternativa no tratamento de

infeccdes b6sseas. A facilidade de preparacdao, a modificacdo das propriedades da
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matriz combinada com outro componente, a capacidade para adaptar-se a cavidade
Ossea, permitindo que o farmaco se libere localmente na zona infectada facilitando a
regeneracao Ossea, € entre outras, suas principais caracteristicas. (MOUSSET,

1995).

2.4.1 Sulfato de Gentamicina

Entre os varios antibidticos utilizados, a gentamicina e a fucidina sao
considerados os antibiéticos com as melhores caracteristicas farmacocinéticas.
(TADIC, 2004).

O sulfato de gentamicina (Figura 3) € um complexo antibiético que se
apresenta na forma de pd, com coloracdo que varia de branco a amarelado,
produzidos por actinomicetos do género Micromonospora e classificado entre os
antibiéticos aminoglicosideos. O tratamento de infeccbes graves, devido aos
microorganismos Gram-negativo, constitui o principal campo de aplicacao

terapéutica. (LOURENGCO, 2006).

HaC
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Figura 3: Férmula estrutural da gentamicina. (STIGTER, 2004).
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Em 1983, Varlet afirmou que a gentamicina € o antibiético com as melhores
caracteristicas de manipulacdo para combinacdo com gesso. (VARLET, 1983). A
incorporacdo de gentamicina em biomateriais € vantajosa por minimizar o
desconforto para o paciente, visto que a droga é liberada diretamente no sitio de
acao.

As concentragdes terapéuticas de gentamicina em seres humanos foram
estabelecidas por Noone e Barza em valores de 5-10 pg/mL. Concentragoes
superiores a 10 pg/mL podem ser prejudiciais, causar efeitos nefrotoxicos. (TADIC et
al, 2004).

De acordo com CANO (1999), é detectada importante liberacdo de
gentamicina durante as primeiras 24 horas que seguem a intervengao cirurgica. A
partir dai a liberacdo acontece gradativamente até o 19° dia, em que esta
desaparece do plasma. O tempo de liberagéo total da gentamicina esta diretamente
ligado a concentracao desta nas pastilhas de gesso, entre outros fatores como area,
porosidade e permeabilidade do material. (CANO et al, 1999).

Quanto ao efeito nefrotdxico da gentamicina, o autor descartou a existéncia
dos efeitos toxicos das substancias utilizadas, através de determinacdes de uréia,
pH, densidade urindria e sedimento urinario entre os grupos observados. (CANO et
al, 1999).

Os resultados obtidos em ensaios in vitro e in vivo, indicam que HA
associado aos antibidticos pode representar uma boa alternativa no tratamento de
infeccdes dsseas. A facilidade de preparacdo, a modificacdo das propriedades da
matriz combinada com outro componente, a capacidade para adaptar-se a cavidade

Ossea, permitindo que o farmaco se libere localmente na zona infectada facilitando a
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regeneracao 0ssea, sdo entre outras, suas principais caracteristicas. (MOUSSET,
1995).

2.5 HIDROXIAPATITA

No ano de 1983, Brown e Chow, publicaram sobre o cimento fosfato de
céalcio (CPC), que supunha a possibilidade de obter HA em forma de material a
temperatura ambiente corporal mediante reagao do tipo cimento.

Entre os biomateriais a hidroxiapatita, vem se destacando por sua larga
aplicagdo no campo da medicina e da odontologia, como um substituto ésseo e
dentario para implantes. De forma mais simples podemos dizer que o corpo humano
€ constituido por trés componentes basicos: agua, colageno e hidroxiapatita, sua
formula estequiométrica € Caio(PO4)s(OH)2, com razdo Ca/P igual a 1,67. A
estrutura da hidroxiapatita é formada por grupos fosfatos, onde o fésforo se liga ao
oxigénio, sendo chamado de grupo hidroxila. Esses grupos, juntamente com o
calcio, formam um arranjo em forma hexagonal, pertencente ao grupo espacial
P6s/m conforme a Figura 4. Deformacdes na rede sao causadas pelo deslocamento
das hidroxilas formando a estrutura monoclinica da hidroxiapatita, um arranjo mais

fechado, com grupo espacial P21/b. (SILVA, 2006).
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Figura 4: Estrutura do cristal de HA.(IVANOVA et al, 2001).

A composicdo quimica da hidroxiapatita € similar a dos ossos e dentes,
sendo muito utilizada para finalidades clinicas, devido a sua alta compatibilidade e
osteointegracao, apresentando auséncia de toxidade local ou sistémica, auséncia de
resposta a corpos estranhos ou inflamatérios e aparente habilidade em se ligar ao
tecido hospedeiro. (GARTNER & HIATT, 2003). Representando a fase mineral dos
0sso0s e dos dentes, sendo responsavel por fornecer estabilidade estrutural ao corpo,
protegendo 6rgaos vitais como pulmdes e coracdo, funcionando como um depdésito
regulador de ions. Tal fase representa aproximadamente 5% do peso total de um
individuo adulto.

De Jong foi o primeiro a observar a semelhanca entre os padrbes de
difracdo de raios X da fase mineral dos ossos e da hidroxiapatita, em 1926.

(KAWACHI et al, 2000).



60

Essa semelhanca induz o crescimento 6sseo para os locais em que ela se
encontra (osteoconducédo), estabelecendo ligacées de natureza quimica entre a
hidroxiapatita e o tecido 6sseo (bioatividade), permitindo assim a proliferacdo de
fibroblastos, osteoblastos e outras células 6sseas, sendo que, com o passar do
tempo, as células ndo distinguem entre a hidroxiapatita e a superficie Ossea.
(SALEH et al, 2004).

A superficie da hidroxiapatita permite a interacao de ligacoes do tipo dipolo,
fazendo com que moléculas de agua e, também, proteinas e colageno sejam
adsorvidos na superficie induzindo assim, a regeneracao tecidual.

Estudos efetuados por longos periodos de tempo tém mostrado que a
hidroxiapatita comeca a ser reabsorvida gradualmente apés 4 ou 5 anos de
implante. A reabsor¢cdo € uma caracteristica desejada para um biomaterial em
alguns tipos de implantes, nos quais o processo de degradacao é concomitante com
a reposicao do osso em formacao. (KAWACHI et al, 2000).

Pode-se obter hidroxiapatita a partir de ossos humanos e de outra espécie
de animal; por transformacdes de materiais naturais como nos esqueletos minerais
dos corais e equinodermos; ou pode ser sintetizada artificialmente. (SALEH et al,
2004).

Entretanto, a hidroxiapatita pode apresentar-se em diferentes formas,
porosidade, tamanho de cristal, cristalinidade, defeitos cristalinos, entre outros, o
que interfere na solubilidade e capacidade de absor¢cdo do material pelo organismo.
Assim, é possivel obter-se hidroxiapatita desde praticamente nédo absorvivel até
totalmente absorvivel em meio fisiolégico em funcdo dos diferentes métodos e

condigdes de obtengéo.
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O método de sintese adotado para obtencdo de hidroxiapatita ou o seu
tratamento posterior pode levar ao aparecimento ou ndo de outras fases de
compostos de fosfatos de calcio, o que poderia comprometer algumas
caracteristicas da hidroxiapatita, como a osteocondugdo, ou comprometer a
integridade e eficiéncia mecanica do material em funcdo de sua solubilizacao.
(SALEH et al, 2004).

Os principais métodos de obtencdo da hidroxiapatita sdo por precipitacao,
por via hidrotermal e por via térmica. (SECKLER et al, 1998).

Os métodos baseados na precipitacdo da hidroxiapatita consistem
basicamente em misturar fontes de ions célcio e fosfato em meio aquoso
conveniente. O pH é controlado durante a sintese mediante fluxo de NH3 gasoso, ou
adicionando solucdes aquosas de NH,OH, NaOH e KOH. Para valores de pH > 7 a
primeira fase a se cristalizar € ACP — fosfato de calcio amorfo, que se converte
lentamente em hidroxiapatita,

Tempos de envelhecimento prolongado em temperaturas préximas a 100°C,
geralmente favorecem razdes Ca/P préximas a da hidroxiapatita estequiométrica
(1,67) e alta cristalinidade. Assim, quando o objetivo é obter material estequiométrico
€ preferivel adicionar lentamente a fonte de fosfato sobre uma solugcdo de calcio,
mantendo o pH entre 8 e 9 a uma temperatura de 85°C. Se a velocidade dos
reagentes for suficientemente lenta, pode-se evitar a formacao de ACP e formar
diretamente a HA com boa cristalinidade.

O método de sintese hidrotérmica consiste em promover a formacédo da
hidroxiapatita a partir de solu¢cdes aquosas a temperaturas elevadas, em torno de
140 a 500°C. Para alcancar tais temperaturas sem permitir a evaporagdo do

solvente, também se utiliza a pressao elevada. Geralmente, esse processo ocorre
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em autoclaves. Dessa forma, a pressao resultante é simplesmente a pressao de
vapor do solvente na temperatura desejada. Como materiais de partida tem-se
usado Ca(NQOs3),, NH4H-PO,4, Ca(OH),, H3PO4 e os fosfatos de célcio CaHPO4.2H20,
CaHPQ,, CaxP,07, assim como a prépria hidroxiapatita. O pH inicial se ajusta com
NH; gasoso, NH,OH e NaOH .

A via térmica de obtencao de hidroxiapatita ocorre em reacdes no estado
sblido em temperatura elevada, de maneira que a mistura dos componentes de
célcio e fosfato ocorra de modo que a razao Ca/P corresponda ao valor teérico de
1,67.

As reacdes no estado solido geralmente sdo controladas por processos de
difusdo sélido-solido. A temperatura ambiente, a velocidade de tais processos é
quase nula, assim, em temperaturas elevadas ocorre aumento da mobilidade
atébmica.

O processo de obtencao de HA por via térmica é composto das seguintes
etapas: moagem conjunta dos sélidos reagentes, peletizagcdo e sinterizacao
geralmente em temperaturas superiores a 900°C. Assim se produz uma HAP de alta
cristalinidade, estequiometria regular e baixa solubilidade. (SECKLER et al, 1998).

Outra maneira de se obter HA é através do método sol-gel, que consiste em
um método quimico via Umida, que dispensa a utilizacdo de alto vacuo e
temperaturas elevadas. Por este método se obtém um pé altamente puro devido a
possibilidade de um controle cuidadoso dos parametros do processo, favorecido por
uma mistura em nivel molecular dos ions calcio e fésforo que é capaz de melhorar a
homogeneidade quimica e fisica, resultando em uma microestrutura de granulacdo

fina que contém uma mistura de cristais de tamanho de submicron a nano sendo
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muito importante para melhorar a reagdo de contato e a estabilidade da interface

osso artificial/natural. (SANTOS et al, 2005).

2.6 PROTEINAS
2.6.1 Gelatina

A gelatina é em geral extraida dos ossos e tecido conjuntivo de animais.
Uma outra fonte de gelatina pode provir através de algumas algas. De fato a gelatina
pura é formada essencialmente por proteinas (colageno): 84,9 % de proteina, 1-2 %
de sais minerais e 8-15 % de agua.

Depois de 1920 a gelatina comecou a perder seu mistério, quando o fisico-
quimico Staudinger introduziu o conceito macromolécula, que quer dizer, moléculas
muito longas, formadas por pequenas unidades que se repetem. No caso das
proteinas, as unidades constituintes sao cerca de 20 aminoacidos diferindo suas
proteinas semelhantes, no numero de aminoacidos que as formam e a sua
sequéncia. (BARHAM, 2000). Podemos imaginar estas moléculas como fios,
capazes de se dobrar sobre si mesma ou de se desenrolar segundo as
caracteristicas do meio em que se encontram.

As proteinas da gelatina quando dissolvidas em agua e arrefecidas, podem
ligar-se entre si para formar uma rede tridimensional continua que se estende por
toda a massa do liquido. A estabilidade de um composto com gelatina depende das
proporcdes gelatina/liquido, da temperatura e de outras substancias que se tenham
adicionado.

O colageno é formado por trés cadeias em hélice, enroladas umas em torno

das outras, de forma semelhante a uma corda. Quando aquecidas acima de 70° C,
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estas cadeias desenrolam-se — 0 colageno desnatura-se — e obtém-se as cadeias,

moléculas de proteina separadas, ao que chamam gelatina.

2.6.2 Colageno

E a essencial proteina estrutural dos tecidos dos animais vertebrados, sendo
encontrado abundantemente no tecido conjuntivo, mais especificamente no pelo, na
cartilagem, ossos, tenddes e no dente. (E'GUES, 2005).

Sua principal caracteristica é a formacao de fibras insollUveis com alta forca
elastica, constitui uma familia de proteinas que se diferenciaram durante a evolucao,
para exercer funcdes diversificadas, apresenta grande resisténcia a tragao, sendo a
fungéo estrutural a mais importante.

Devido a essas propriedades o colageno possui uma posicao privilegiada
como biomaterial, sendo utilizados em diversas aplicacdes, tais como: reconstrucao
de tecidos moles, revestimento de queimaduras e outras lesbes, suporte para
crescimento de nervos periféricos, orientador de tecidos em desenvolvimento e
como agente hemostatico. Além de serem utilizados de diversas formas, como:
membranas, esponjas, géis, pés, filmes, tubos, entre outros. ( EEGUES, 2005).

O colageno é amplamente utilizado como matéria prima na producdo de
biomateriais devido as suas propriedades naturais, que incluem: baixa resposta
imunolégica mesmo quando extraido de fontes heterdlogas; baixo indice de
alegernicidade (cerca de 2% para colageno heterblogo); biodegradabilidade
(susceptivel a acdo de colagenases e outras substancias celulares); habilidade em
promover crescimento celular; propriedades hemostaticas (ativacdo do processo de

coagulacao); susceptivel a modificagbes quimicas que permitem o controle da
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biodegradabilidade e biocompatibilidade, propriedades reol6gicas, propriedades
dielétricas e tensao superficial. (VULCANI, 2004).
O colageno é a proteina mais abundante no corpo humano, representando
30% do total das proteinas do organismo. Essa familia de proteinas é produzida por
diversos tipos celulares e se distingue pela composicao bioquimica, caracteristicas
morfoldgicas, distribuicdo, fungdes e patologia. (VULCANI & JUNQUEIRA, 2004).
Dentre os varios tipos de colageno existentes, o colageno tipo | (Figura 5) é

0 que vem sendo mais estudado por ser o tipo mais abundante de tecido conjuntivo.

Gliing

(SRS =g B

Figura 5: Representacao esquematica das estruturas do colageno. (E‘GUES, 2005).

O colageno tem como unidade basica o tropocolageno, uma macromolécula
linear semiflexivel com cerca de 300 nm de comprimento e 1,5 nm de diametro,
sendo formada por trés cadeias polipeptidicas denominadas de cadeias a, duas
iguais (ai) e uma diferenciada (az), contendo cada uma 1055 e 1029 residuos

aminodcidos, respectivamente.
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A estrutura primaria destas unidades é caracterizada pela repeticao do
triplete Glicina (Gly), com conteiddo de 33%, Prolina (Pro), 12% e Hidroxiprolina
(Hypro), 11%. No conjunto, sua estrutura é helicoidal na forma de uma tripla hélice
estabilizada por ligagdes de hidrogénio e interacoes eletrostaticas. A aproximacao
das trés cadeias, duas a; e uma a, s6 é possivel porque elas em aminoacidos de
cadeia lateral pequena, como a alanina, ou sem cadeia lateral, como a glicina.

A ligacado de duas cadeias a entre si forma uma unidade B. Esta unidade é
estavel, devido a pontes covalentes que se formam entre elas, envolvendo residuos
lisil ou hidroxilisil. (VULCANI, 2004; VIEIRA, 1979).

Através das interacdoes entre as moléculas de tropocolageno, tem-se a
formagdo de microfibrilas, a menor unidade estrutural do tecido conjuntivo que
podem ser vistas em microscépio eletrénico de varredura como um filamento fino de
4 nm. (VULCANI, 2004).

Com essa distribuicdo periédica de residuos carregados ocorre uma maior
interacdo entre as moléculas de tropocolageno a pH 7,4, tem-se neste pH a
resultante de carga nessa molécula sendo zero. Porém, a distribuicdo de cargas na
molécula de colageno pode ser modificada por reagcdes quimicas especificas nos
aminoacidos carregados, para produzir matrizes carregadas negativa ou
positivamente. (E‘'GUES, 2005).

Colageno soluvel é obtido por processos fisico-quimicos e pode ser utilizado
na forma de filmes, esponja ou gel na liberagcdo controlada de farmacos. Sua
combinacdo com fosfatos de célcio tem sido relatada em estudos de liberagdo de
antibiéticos e na melhora da estabilidade dos lisossomos. A Tabela 3 apresenta

algumas das aplicacdes biomédicas do colageno.
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Tabela 3: Aplicagdes biomédicas do colageno. (adaptada de VULCANI, 2004).

FORMA APLICACOES
Colageno: ceramicas Reconstrucéo de tecido (preenchimento de cavidades
fosfatadas Osseas), reconstruco plastica
Compositos Bioceramicas do tipo fosfatos de célcio: colageno para
reconstrugdo éssea
Esponjas Agentes hemostaticos
Gel de colageno injetavel Preenchimento
Membranas, esponjas ou Sistemas de liberacao de farmacos
géis biodegradaveis
Membranas protetoras e Atelocolageno, colageno: elastina, colagenos com
cicatrizantes propriedades fibrinoliticas, anticoagulantes e plaquetarias,
associagbes colagenos: células (queratinécitos, fibroblastos,
condrocitos), pele artificial.
Membranas Membranas periodontais
Proteses Confeccgéao de valvulas cardiacas e vasos sanguineos
Revestimento Proteses vasculares

Durante o processo evolutivo, certas proteinas estruturais foram
modificando-se sob as influéncias do meio ambiente e das necessidades funcionais
dos organismos animais, desenvolvendo graus variaveis de rigidez e de resisténcia
as tragdes. Essas proteinas sdo conhecidas, coletivamente, como colagenos e os
principais exemplos de seus diversos tipos sado encontrados na pele, 0ssos,
cartilagem, musculo liso e laminas basais.

O colageno dos tendbes formam estruturas altamente assimétricas com
grande resisténcia tensional, na pele formam fibras flexiveis, frouxamente trancadas
e nas regides duras dos dentes e 0ssos, as fibras colagenas estdo associadas a
hidroxiapatita, um polimero de fosfato de calcio. (JUNQUEIRA, 2004; MURRAY,
2002).

Inicialmente se admitia que a sintese de colageno fosse restrita a um

pequeno numero de células, como os fibroblastos, osteoblastos, odontoblastos e
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condroblastos. Porém atualmente sabe-se que essa atividade é muito generalizada
e que muitos tipos celulares produzem colageno. (JUNQUEIRA, 2004).

A unidade protéica que se polimeriza para formar fibrilas colagenas € uma
molécula alongada denominada tropocolageno, que mede 280 nm de comprimento
por 1,5 nm de espessura. A molécula de tropocolageno consiste em trés cadeias
polipeptidicas disposta em hélice, formadas por aproximadamente 1000 residuos de
aminoacidos. As diferencas na estrutura quimica dessas cadeias sdo responsaveis
pelos varios tipos de colageno. O motivo estrutural primario do colageno maduro é
(Gly-X-Pro/Hyp),. Todo terceiro residuo é uma glicina, o Unico residuo com um grupo
R pequeno o bastante para caber dentro do corddo central da super-hélice.
(JUNQUEIRA, 2004; MURRAY, 2002)

Cada glicina é precedida ou por um residuo prolil ou por um hidroxiprolil. A
repulsdo mutua entre os residuos prolil forca o polipeptidio a uma conformacao de
hélice extendida esquerdo-direita. Os residuos prolil e hidroxiprolil,
conformacionalmente inflexiveis, conferem rigidez. (JUNQUEIRA, 2004).

A célula responséavel pela sintese do colageno é o fibroblasto. Embora os
aminodcidos hidroxiprolina e hidroxilisina fossem componentes da molécula do
colageno, estes aminoacidos nao sdo capazes de se incorporar a molécula, quando
administrados. Por outro lado, C-prolina e C-lisina incorporam-se rapidamente ao
colageno quando adicionados a meio contendo fibroblastos. Isto significa que
hidroxilisina e hidroxiprolina sdo formados na molécula por hidroxilagdo de lisina e
prolina. Esta hidroxilagdo ocorre numa molécula precursora do coldgeno e que se
chama tropocolageno. O sistema enzimatico responsavel pela hidroxilagdo requer

0%, Fe**, a-cetoglutarato e acido ascorbico. (VIEIRA, 1979).
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Uma das vantagens de se utilizar colageno como biomaterial é sua facil
obtencao, este pode ser proveniente de diversas fontes, tais como tenddes, serosas
(bovina, porcina), pericardio entre outras que estdo facilmente disponiveis no

mercado. (E'GUES, 2005).

2.7 -HA - COLAGENO

HA:Col sdo biomateriais em potencial porque seus componentes individuais
possuem caracteristicas individuais a um biomaterial. O colageno promove a
cicatrizacdo de fraturas e regeneracao 6ssea e € também um agente homostatico.
(LAWSON, 1998).

Nos ultimos anos, varios autores recomendam a utilizacao de HA particulada
com uma série de materiais, como elastina, quitosana, colageno, entre outros,
facilitando o manuseio e a adaptacdo adequada do material na medida em que
minimiza o desalojamento das particulas. Diversos autores sugerem o colageno para
este fim, pois este material constitui-se um agente de unido biocompativel e
reabsorvivel responsavel pela prevencdo da migracao das particulas ceramicas, até
a incorporacao pelos tecidos do paciente.

Diversos trabalhos demonstraram que o coldgeno nédo é sé capaz de
promover a proliferacao de células do tecido conjuntivo, tais como os fibroblastos na
confeccdo de novos tecidos, mas também em testes In Vitro, verificou-se que
guando se combinava hidroxiapatita com uma esponja de colageno, na presenca de
cultura de osteoblastos, estes migravam em diregdo a esponja e induziam a
formacao de uma matriz de calcificagdo, com a presenca de cristais de HA no

interior da matriz. (E'GUES, 2005).
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O colageno promove cicatrizagcdo de fraturas e regeneracdo Ossea e €
também um agente hemostatico. O aspecto mais importante na utilizacdo de
colageno na forma de compdsitos com bioceramicas é o fato de esta proteina ser a
matriz em que os sais de fosfato de célcio se depositam para dar origem ao tecido
6sseo. A HA tem sido amplamente utilizada na preparacdo de compdésitos devido a
sua similaridade com o tecido calcificado do osso humano. Apresenta fragilidade
caracteristica das ceramicas, portanto, sua combinagdo com colageno torna seu uso

como biomaterial mais vantajoso. (OGAWA, 2002).

2.8 LIOFILIZACAO

E um processo de desidratacdo usado para preservar um material perecivel
ou torna-lo mais conveniente para o transporte. A liofilizacao trabalha congelando o
material e entdo reduzindo a pressao circunvizinha, permitindo que a agua
congelada no material sublime diretamente da fase sélida ao gas.

Utilizando o vacuo elevado na liofilizacdo faz com que o gelo sublime
rapidamente. Uma camara fria do condensador e/ou as placas do condensador
fornecem uma superficie para o vapor se solidificar. Estas superficies devem estar
mais frias do que a temperatura da superficie do material que esta sendo secado, ou
0 vapor ndo migrara ao coletor. As temperaturas para esta captacdo do gelo estao
tipicamente abaixo de menos 50 °C.

A liofilizacdo tende a danificar menos o tecido que estad sendo desidratado
do que outros métodos da desidratacdo, que envolvem temperaturas mais altas.

Portanto, geralmente, ndo causa o encolhimento ou endurecimento do material que
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esta sendo desidratado, e os sabores e cheiros permanecem, também, virtualmente
inalterados.

A secagem por liofilizagcdo dos hidroxidos precipitados pode permitir uma
diminuicdo na temperatura de sinterizacdo, pela obtencdo de pds altamente
homogéneos, tanto quimicamente, quanto fisicamente. (ANDRADE, 2006).

A liofilizacdo de solucdes congeladas consiste, basicamente, na retirada de
agua, na forma de gelo, por sublimacido das solucdes de sais que contenham os
cations metalicos desejados. No processo, ocorre o congelamento destas solucdes
em forma de goticulas que aumentam a sua superficie especifica e diminuem o
volume. Por uma combinacdo de pressao e temperatura, as goticulas congeladas
sao secas de forma a sublimar a fase liquida congelada sem alterar a integridade

fisica e quimica das goticulas iniciais do sal. (NONO, 1990).
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3 MATERIAIS E METODOS

A Figura 6 descreve as etapas do trabalho experimental executado, através
de um organograma e auxilia no acompanhamento da sequéncia das atividades

executadas.

Figura 6: Organograma dos materiais e da metodologia utilizada.

3.1 SINTESE DA HA

Na sintese para obtencao de hidroxiapatita (HA), o método escolhido foi o
aquoso ou reagao por via umida. A reacao envolvida no processo de sintese da HA

esta representada pela equagao um. (LEGEROS, 1994).
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10C8.(OH)2 + 6H3PO4 — Ca1o(PO4)6(OH)2 + 18 H.O (eq.1)

As proporcdes dos reagentes nas reacoes executadas foram ajustadas para
o valor da razao Ca/P igual a 1,67.

O processo de precipitacao consistiu na mistura de uma solucao de Ca(OH).
(2 mol.L") com uma solugao de HsPO, (1,2 mol.L™"). A solugéo de hidréxido de calcio
foi colocada em um copo de béquer. Sob agitacao constante e aquecimento (60 °C),
a solucado de acido fosférico foi gotejada lentamente. O hidréxido de amédnio foi

utilizado para o ajuste do pH no valor de 9,0.

3.1.1 Sintese de HA:Gel

Para a obtencdo de HA:Gel foi utilizado o método proposto por Angelo
(2008). Assim, a gelatina - sem sabor e sem cor (Dr. Oetker®) foi utilizada na
concentragdo de 10 g/L, sendo dissolvida em &gua MilliQ a uma temperatura de
50°C. A sintese de HA:Gel, foi realizada de acordo com o procedimento descrito

anteriormente ( item 3.1).

3.1.2 Secagem e calcinacao

Apoés a sintese, as amostras de HA e HA:Gel foram envelhecidas por um
dia. O precipitado foi filtrado a vacuo e dividido em duas partes. Uma destas foi seca
em estufa a 100°C (Figura 7). A outra congelada por 24 horas e posteriormente

liofilizada por 48 horas.
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Figura 7: P6 seco.

O pd obtido foi desaglomerado em almofariz de agata (Figura 8) e passado

com peneira de malha (75x30mm).

Figura 8: Desaglomeracéo do pé em almofariz de agata.
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As amostras foram acondicionadas em cadinhos de porcelana e calcinadas
a 700°C por 2 horas a uma taxa de aquecimento de 5°C/min em forno mufla da
marca EDGCON 3P, modelo 1800, com controle automatico de tempo e
temperatura.

Apés a calcinacdo das amostras, foi realizada a incorporacao de sulfato de

gentamicina.

3.1.8 Impregnacao de sulfato de gentamicina nas amostras de HA e HA:Gel

Foi escolhido o antibiético, sulfato de gentamicina (C21H43N507.2,5H.SO,) da
marca INLAB — PUREX (lote n® 829.148), para comparar alguns dados com o
trabalho desenvolvido por Ferreira (2008).

Foram preparadas solucdes de sulfato de gentamicina em concentracdes de
0,25, 0,5, 1,0 e 2,0% em massa. O solvente utilizado foi o alcool etilico absoluto P.A.
Posteriormente, essas solugdes foram adicionadas as amostras de HA em meio
aquoso. Em meio gelatinoso foi submetido apenas as concentracées 1% e 0,25%
em massa.

As amostras foram colocadas em um béquer e submetidas a vibracao
constante no ultrassom a temperatura ambiente, por um periodo de trés horas. O
equipamento da marca AGGIL Soniclean foi operado na freqiéncia de 40-45 KHZ.
Passado as trés horas, todas as amostras foram submetidas a secagem em estufa a
70°C por 24 horas. A seguir, as mesmas foram resfriadas a temperatura ambiente,
acondicionadas em recipiente asséptico e armazenadas em um dessecador com

silica-gel.
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3.1.4 Analises Microbiol6gicas

As amostras apds a calcinacao com e sem adicdo de gentamicina foram
submetidas a analises microbiolégicas. A metodologia utilizada para realizar os
ensaios microbiolégicos foi desenvolvida por Ferreira (2008).

Na realizacdo dos ensaios microbiolégicos, foram utilizadas amostras
bioldgicas (saliva). Foi adicionado 2 mL do meio de cultura caldo BHI ( “brain heart
infusion”) em tubo de ensaio com 25 mg de HA e HA:Gel, ambas as amostras sem
gentamicina incorporada, para verificar se a HA e HA:Col continha propriedades
inibidoras ao crescimento de microorganismos.

Prepararam-se amostras controle positivo de caldo BHI e saliva para
verificar a formacao de bactérias e amostras controle negativo sem saliva para
verificar sua esterilidade.

Os testes foram efetuados no Laboratério de Analise Microbioldgica - UEPG.
Sendo que, as contagens foram realizadas apés os periodos de incubagao de 24 a
48 horas em estufa a 37°C, através da andlise das fotografias (adquiridas com uma
camera digital Sony Cybershot DSC 707) do material com o auxilio do software
Image Pro-Plus 4.5 (Média Cybernetics).

As etapas utilizadas no desenvolvimento dos ensaios microbioldgicos estao

representadas no fluxograma (Figura 9) abaixo:
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Figura 9: Etapas dos ensaios microbiolégicos.

As contagens de UFC/mL, foram feitas através da analise das fotografias
(adquiridas com uma camera digital Sony Cybershot DSC 707) do material com o

auxilio do software Image Pro-Plus 4.5 (Média Cybernetics), conforme Figura 10.



Figura 10: Contagem UFC/mL(software Image Pro-Plus 4.5).
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Os codigos utilizados no texto deste trabalho estdo apresentados nas tabelas 4 a 7.

Tabela 4: Cédigo dos Eés obtidos antes da calcinagéo.

Cédigo Secagem em Secagem em
estufa liofilizador
% de gelatina % de gelatina
(/L) (/L)
HA.P.E.V. o | -
HA.Gel.P.E.V. i0 | -
HA.P.LV. | - 0
HA .GelP.LV. | - 10
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Tabela 5: C()digo dos Eés aEC’Js a calcinagéo a700°C.

Cédigo Secagem em Secagem em
estufa liofilizador
% de gelatina % de gelatina
(/L) (/L)
HAPE700O | 0 | -
HA .Gel.P.E.700 i0 | -
HA .P.L700 | - 0
HA .Gel.P.L.700 | - 10

Tabela 6: Codigo das amostras secas em estufa e calcinadas ap6s impregnagac com massa de

sulfato de gentamicina.

% de |0,25 % em 0,50 % em 1,0 % em 2,0 % em
gelatin | massa de massa de massa de massa de
a gentamicina gentamicina gentamicina gentamicina
o | - HAPE. | - HA.P.E.
0,5%Gent 2,0%Gent
10 HAPE. | - HAPE. | -
0,25% Gent. 1,0%Gent

Tabela 7: Codigo das amostras liofilizadase calcinadas apdés impregnacao com massa de sulfato

de gentamicina.

% de 0,25 % em 0,50 % em 1,0 % em 2,0 % em massa
gelatina massa de massa de massa de de gentamicina
gentamicina gentamicina gentamicina
0 HA.P.L. HA.P.L. HA.P.L. HA.P.L.
0,25%Gent. 0,5%Gent 1%Gent. 2,0%Gent.
10 HA. HA.GEL.
Gel.L.0,25% | - L.1,0%Gent. | -
Gent.
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3.2 CARACTERIZACAO DOS POS

As caracterizacoes dos pds foram realizadas por: microscopia eletrénica de
transmissdo (MET), distribuicdo de tamanhos de particulas; andlise térmica
diferencial e termogravimétrica, difratometria de Raios X; espectroscopia de
absorcao na regiao do infravermelho; area superficial especifica pelo método BET;

trica e microscopia eletrénica de varredura (MEV).

3.2.1 Microscopia Eletrénica de Transmissao (MET)

Um microscépio eletrénico de transmissao consiste de um feixe de elétrons e
um conjunto de lentes eletromagnéticas, que controlam o feixe, encerrados em uma
coluna evacuada com uma pressdo cerca de 10° mmHg. Um microscépio de
transmissdo moderno possui cinco ou seis lentes magnéticas, além de varias
bobinas eletromagnéticas de deflexado e aberturas localizadas ao longo do caminho
do feixe eletrénico.

A imagem vista na MET é formada por um feixe de elétrons que passa pela
amostra. Uma vez que materiais solidos sdo altamente absorventes para feixes de
elétrons, para que uma amostra poder ser examinada ela deve ser preparada na
forma de uma pelicula muito fina (CALLISTER, 2002).

O poder de resolucdo atinge valores na faixa de 0,2 nm e permite a
observacdo nao apenas de pequenos detalhes morfol6gicos da microestutura, mas
também da estrutura cristalina dos materiais.

Sao trés os principais mecanismos de contraste que geram aspectos bem

diferentes nas imagens observadas: contraste por espessura de massa, quanto
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maior o numero atdbmico, menor serd o numero de elétrons transmitidos e mais
€SCuros aparecera a regiao na imagem; contraste por difragao, os elétrons difratados
podem ser removidos e permitem a observacao de defeitos cristalinos e particulas
de segunda fase; e contraste de fase recombinacdo dos feixes transmitidos e
difratados no plano da imagem para resolucdo direta da rede cristalina
(KESTENBACH, BOTTA, 2002).

As analises MET foram realizadas no Laboratério de Microscopia Eletrdnica
do Centro Politécnico da Universidade Federal do Parana (UFPR) em Curitiba
utilizando um aparelho Jeol modelo JEM 1200 EX Il usando aumentos para as

amostras de 150 mil vezes.

3.2.2 Distribuicdo de Tamanhos de Particulas

A distribuicao do tamanho médio de particulas dos pés foi determinada com

o auxilio de um granuldmetro. A técnica consiste na medicdo dos angulos de

difracédo do raio laser, sendo que este angulo é relacionado ao diametro da particula

com boa exatiddo. Um feixe de laser é enviado em dire¢cdo a amostra liquida, a ser

analisada. Quando o feixe colimado encontra as particulas, parte do laser é difratado

e focado por meio de lentes no detector. Quanto menor o tamanho da particula
maior sera o angulo de difragcéo.

Nesta técnica foi utilizada uma suspensao de p6 em um liquido, na qual incide

um feixe de raios X durante a etapa de sedimentacdo das particulas. Diversas

propriedades dos materiais ceramicos estdo associadas ao empacotamento das

particulas que os constituem.
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O estudo do empacotamento de particulas pode ser definido como: “O
problema da correta selecdo da proporcdo e do tamanho adequado dos materiais
particulados, de forma que os vazios maiores sejam preenchidos com particulas
menores, cujos vazios serdo preenchidos com particulas menores ainda e assim
sucessivamente”. (OLIVEIRA et al, 2000).

Os po6s de hidroxiapatita foram caracterizados a partir da analise
granulométrica em um granulémetro a laser CILAS 920N.314 do CIPP-UEPG, onde

foram obtidos graficos de tamanho de particulas.

3.2.3 Andlise Térmica

Os principais métodos de analise térmica sao termogravimetria (TG), analise
térmica diferencial (DTA) e calorimetria exploratéria diferencial (DSC). A técnica
de analise termogravimétrica consiste em determinar a perda ou ganho de massa
que sofre uma amostra em funcédo da temperatura e do tempo. Nesta andlise
termogravimétrica, a massa de uma amostra em uma atmosfera controlada é
registrada continuamente como uma funcdo da temperatura ou do tempo a
medida que a temperatura da amostra aumenta (em geral, linearmente com o
tempo). (SKOOG et al, 2002).

A andlise térmica inclui a termogravimetria (TG) em que se mede a
mudanca de massa de uma substancia em fung¢do da temperatura ou do tempo, a
analise térmica diferencial (DTA) se mede a diferengca de temperatura entre uma
substancia e um material de referéncia em funcédo da temperatura quando estes
sdo submetidas a um processo térmico controlado; na calorimetria de varredura

diferencial (DSC) em que se mede a diferenca de energia cedida a uma
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substancia e a um material de referéncia em funcado da temperatura quando sao
submetidas a um processo térmico controlado. (PIMENTEL & ARBILLA, 1998).

A calorimetria diferencial de varredura (DSC) é considerada uma potente
técnica na caracterizacao das estruturas cristalinas ocorridas em um material em
funcao da temperatura. As transicdes de fase sdo acompanhadas por alteracdes na
entalpia do composto, decorrentes de quebra ou formacdo de ligacbes ou
simplesmente de rearranjos na estrutura cristalina. (GIMENES, 2001).

Para avaliagdo da estabilidade térmica e das transformacbes de fases dos
pds sintetizados foi realizada uma analise térmica termogravimétrica (DTA/TG) em

atmosfera de ar sintético e uma velocidade de 5 °C/min.

3.2.4 Difratometria de Raios X

Os primeiros raios X foram descobertos em cinco de novembro 1895 pelo
fisico alemao Wilhem Conrad Roentgen, podendo hoje ser aplicado em diversas
areas do conhecimento, entre elas, nas aplicagdes tecnoldgicas para descobertas
de novos materiais baseados em substancias cristalinas e na pesquisa em busca

de novas drogas.

Em 1912, Von Laue confirmou que se os cristais sdo compostos de
atomos regularmente espacados que atuam como centros espalhadores de Raios
X, e se os raios X sdo ondas eletromagnéticas com comprimento de onda
aproximadamente igual as distancias interatdmicas nos cristais, entdo deve ser
possivel difratar raios X utilizando-se cristais. Em 1915 seus experimentos foram
vistos por pesquisadores ingleses, onde Willian Lawrence Bragg expressou as

condicbes matematicas de maneira simples para que a difracdo ocorra.
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Deduzindo a chamada equacdo de Bragg onde os raios X devem ser refletidos
somente se o0 angulo de incidéncia satisfaca a condicao de que: sen6 = nA/ 2d.
(CULLITY, 1978).

Desde sua descoberta, a difragdo de raios X tem sido importante fonte de
informacao para a ciéncia e a industria, pois fornece um meio conveniente e
pratico para a identificacdo qualitativa de compostos cristalinos. O método de
difracdo de raios X usando amostra policristalina, ou método de pd, é unico,
porque somente este método analitico é capaz de fornecer informacdes
qualitativa e quantitativa sobre os compostos presentes em uma amostra sélida.
(SKOOG et al, 2002).

Denominamos raios X uma radiacao eletromagnética de comprimento de
onda curto produzida pela aceleracdo ou desaceleracdo de elétrons de alta
energia ou pelas transicdes de elétrons dos orbitais internos dos atomos. O
intervalo de comprimentos de onda dos raios X vai cerca de 10 ° A até 100 A.
(CULLITY, 1978; SKOOG et al, 2002).

Os raios X sao produzidos quando elétrons sao acelerados a partir do
catodo (um filamento de tungsténio) e atingem o anodo metalico, mantido em um
alto potencial. A maior parte da energia dos elétrons é dissipada na forma de
calor. Como resultado se obtém um difratograma com picos que podem ser
associados as distancias interplanares das fases presentes. O difratograma obtido
pode ser entdo comparado com os padroes difratométricos de fases individuais
disponiveis no ICDD (International Center For Diffraction Data, antigo JCPDS -
Joint Committee of Powder Diffraction Standards) para os varios fosfatos de

célcio. Tratamentos matematicos possibilitam a identificacdo precisa dessas



85

fases, do grau de cristalinidade do material e do tamanho médio dos cristais.
(SENA, 2004).

Os métodos de caracterizacao fazendo uso da difracdo de raios X ou de
néutrons envolvem: indexacao de fases cristalinas, refinamentos da cela unitaria,
determinacdo de tamanho de cristalito e microdeformacao de rede, andlise
quantitativa de fases, determinacdo de estruturas cristalinas, refinamento de
estruturas cristalinas, determinacdo de orientacdo preferencial (textura), entre
outros. Existem varios métodos para cada um dos objetivos acima, porém, o
método de Rietveld permite, simultaneamente, realizar refinamento de cela
unitaria, refinamento de estrutura cristalina, analise de microestrutura, andlise
quantitativa de fases, e determinacao de orientacao preferencial. Na identificacdo
das fases presentes nas amostras utilizou-se a técnica de difratometria de raios X.
As analises foram realizadas em amostras na forma de pd, sendo as leituras
efetuadas no intervalo de 26 de 15 a 90°%, em um equipamento marca SIEMENS

modelo D5000D.

3.2.5 Espectroscopia de absorcao na regidao do Infravermelho

A radiacdo de infravermelho (IV) corresponde a parte do espectro
eletromagnético situada entre as regides do visivel e das microondas. O fato de
cada grupo funcional absorver uma dada frequéncia caracteristica permite que por
meio de um grafico de intensidade de radiacdo versus freqiéncia, o espectro de 1V,
seja possivel caracterizar os grupos funcionais de um padrdo ou de um material

desconhecido. (CIENFUERGOS & VAITSMAN, 2000).
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Esta técnica pode ser usada para identificar um composto ou investigar a
composicao de uma amostra, pois, a freqliéncia com que a molécula vibra depende
das massas de seus atomos e da forca de suas ligacdes. (INTRODUCAOQ, 2008).

A absorcdo de radiacdo infravermelha causa transicoes de niveis
vibratérios de energia das moléculas. A utilizagdo dessa técnica reside no fato de
que somente comprimentos de onda muito especificos de luz infravermelha podem
ser absorvidos quando um determinado tipo de molécula estd no caminho da
radiacdo. A absorbancia versus o comprimento de onda fornece uma “impressao
digital” da molécula. (SILVA, 2006).

Através da espectroscopia no infravermelho podem-se identificar algumas
substituicdes ou alteracdes importantes na composicao da HA, particularmente nos
grupos fosfatos e hidroxila. Essas informacdes sdo obtidas pela execucdo dos
modos de energia vibracionais desses grupos moleculares dentro da estrutura dos
solidos. Pode-se diferenciar a substituicdo dos grupos OH e (PO4)* pelos grupos
(CO3)* por meio da presenca de bandas em 873, 1465, 1534 cm™ e 874, 1420,
1455cm™, respectivamente. (ELLIOT, 1994).

O equipamento que mede as alteracbes nas vibracbes e rotacées das
moléculas denomina-se espectrdmetro de infravermelho sendo composto
basicamente de uma fonte de radiacdo, espelhos, cela de amostra e detector.
Algumas sofisticagdes instrumentais dividem os espectrémetros no infravermelho,
tais como: aparelhos com monofeixe, duplo feixe, transformada de Fourier ou laser.

As analises de Espectroscopia de Infravermelho foram realizadas no
Laboratério de Andlises em Espectroscopia/UNESP, sendo que o aparelho utilizado

foi um Espectrofotdmetro FTIR DIGILAB modelo EXcalibur FTS 3000 HE.
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3.2.6 Andlise de area superficial BET

Existem varias teorias para a medida da éarea superficial e porosidade
utilizando a sorcao de gas, por exemplo, modelo BET e LANGMUIR, sendo que BET
significa Brunaer, Emmett e Teller, os nomes dos pesquisadores que em 1938
proporam este método. A analise de BET pode ser feita por um Unico ponto ou por
varios pontos.

Nesta analise os seguintes termos e seus significados sdo muito
importantes:

e Adsorbato: Material que foi retido pelo processo de adsorgéo.

e Adsorvente: Qualquer sélido que tem a habilidade de concentrar
quantidades significativas de outras substancias na superficie.

e Adsorcdo: um processo no qual moléculas do fluido sao
concentradas na superficie de outro material, por forcas quimicas ou
fisicas, ou ambas.

e Area Superficial: area total da superficie de um pé ou sdlido,
incluindo area externa e superficies internas acessiveis (poros, fraturas,
fissuras, etc).

e Area Superficial Especifica: area superficial por unidade de
massa.

Area superficial ajuda a determinar entre outras coisas, como os sélidos se
dissolvem, queimam e reagem com outros materiais.

Para determinar a area superficial, amostras de sélidos séo pré-tratadas
aplicando-se combinacdo de calor e vacuo ou fluxo de gas para remover

contaminacdes adquiridas da exposigao a atmosfera. O sélido é entado resfriado, sob
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vacuo. Um adsorbato normalmente nitrogénio é admitido ao sélido em aumentos
controlados.

Apé6s cada dosagem de adsorbato, a pressado é equilibrada e a quantidade
de gas adsorvido é medida. O volume de gas adsorvido a cada pressdo, a uma
temperatura constante, define uma isoterma de adsorcdo, da qual a quantidade de
gas exigida para formar uma Unica camada sobre a superficie externa do sélido e
seus poros é determinada.

Com a area coberta por cada molécula de gas adsorvido conhecida, a area
da superficie pode também ser calculada. A medida que a adsorcdo continua a
espessura da camada adsorvida aumenta.

Os fundamentos da técnica analitica sdo: uma amostra acondicionada em
um tubo sob vacuo é resfriada a temperatura criogénica e exposta a um gas de
analise sob uma série de pressdes controladas com precisdo. A cada aumento de
pressao, o numero de moléculas adsorvidas na superficie aumenta. A pressdo na
qual o equilibrio da adsorcdo ocorre € medida e a lei universal de gas é aplicada
para determinar a quantidade de gas adsorvido.

Qualquer microporo na superficie é rapidamente preenchido, fazendo com
que a superficie livre se torne completamente coberta e finalmente os poros grandes
sao cheios. O processo deve continuar até o ponto de condensacao volumétrica do
gas de analise.

Em seguida o processo de desor¢cdo deve comecar ao passo que a pressao
€ sistematicamente reduzida resultando na liberagdo das moléculas adsorvidas.
Assim como no processo de adsorcao a variagdao na quantidade de gas na superficie
do sélido é quantificada. Estes dois conjuntos de dados descrevem as isotermas

(histerese) de adsorcéao e desorgao.
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As analises das formas das isotermas revelam informacdes sobre as
caracteristicas da superficie e dos poros do material.
A area superficial especifica dos po6s de HA foi determinada a baixa

temperatura utilizando um equipamento Micrometrics Gemini V.

3.2.7 Miscroscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Na Microscopia Eletronica de Varredura, um feixe colimado de elétrons varre
a superficie da amostra. Sendo geralmente usado para observacées de amostras
espessas, ou seja, basicamente nao transparentes a elétrons. A razao principal de
sua aplicacao esta associada a alta resolucdo que pode ser atingida, da ordem de
3,0 nm, e a grande profundidade de foco, da ordem de 300 vezes melhor que a do
microscopio Optico, resultando em imagens com aparéncia tri-dimensional.
(KESTENBACH & BOTTA, 2002).

O MEV foi utilizado para a observacdo da morfologia e dos estados de
compactacao dos pés de HA e HA:Gel, através de imagens de superficies, esta
técnica permite a visualizacado topografica das amostras. A obtencéo destas imagens
€ conseguida pelo principio da reflexdo do feixe de elétrons, que € projetado sobre a
superficie da amostra.

A incidéncia do feixe de elétrons no mineral promove a emissao de elétrons
secundarios, retroespalhados e absorvidos, assim como de raios X caracteristicos e
de catodoluminescéncia. (INTRODUTION, 2009). A imagem eletrénica de varredura

representa o mapeamento e a contagem de elétrons secundarios (SE — secondary
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electrons) e retroespalhados (BSE — backscattering electrons) emitidos pelo material
analisado. (REED, 1996).

A analise ocorre com contraste por elétrons retroespalhados de maior
energia, oriundos de uma profundidade maior da amostra. Esse contraste é
fortemente dependente as espécies atdbmicas envolvidas. Isso faz com que essa
técnica seja potencialmente usada na identificagcdo de fases que nao apresentam
significantes diferencas morfolégicas. (SILVA, 2006).

No que se refere a preparacdo das amostras deve-se considerar que
materiais nao condutores necessitam de uma camada condutora sobre a superficie
para aterrar os elétrons que as atingem e, portanto evitar efeitos de carregamento,
que impedem a obtencdo de imagens satisfatérias formadas por elétrons
secundarios. (KESTENBACH & BOTTA, 2002).

O esquema representado na Figura 11 consiste em um canhao de elétrons
usado para a producédo do feixe de elétrons com energia e quantidade suficiente
para ser captado pelos detectores, um sistema de demagnificacdo, onde esse feixe
eletrénico é entdo demagnificado por varias lentes eletromagnéticas, cuja finalidade
€ produzir um feixe de elétrons focado com um pequeno didmetro numa
determinada regido. Da unidade de varredura, da cdmara de amostra, do sistema de

detectores e do sistema de visualizagao.
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Figura 11: Esquema dos componentes do Microscépio Eletrénico de Varredura (MEV)
Adaptado da referéncia (REED, 1996).

A microestrutura dos pés das apatitas sintetizadas foi analisada por
Microscopia Eletronica de Varredura em um equipamento marca SHIMADZU SS 550

(CIPP/UEPG). As amostras foram metalizadas com Au.

3.2.8 Sistema de Energia Dispersiva (EDS)

Ao MEV pode ser acoplado o sistema de EDS (Energy Dispersive System), o
qual possibilita a determinacdo da composicdo qualitativa e semiquantitativa das
amostras, a partir da emissdo de raios X caracteristicos. Enquanto a MEV
proporciona nitidas imagens, o EDS permite sua imediata identificacdo. Além da

identificagdo mineral, o equipamento ainda permite o0 mapeamento da distribuicdo de
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elementos quimicos por minerais, gerando mapas composicionais de elementos
desejados.

Os microscopios eletrébnicos de varredura equipados com detectores de
energia dispersiva de raios X sao de fundamental importancia na determinagéao da
composigdo quimica dos minerais. Com o MEV-EDS, é possivel determinar a
composicao quimica pontual das fases que compdem o mineral, constituindo o EDS
ferramenta indispensavel na caracterizagdao e distribuicdo espacial de elementos

quimicos. (SKOOG et al, 2002).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

O comportamento da HA depende de forma marcante da metodologia
utilizada, das condicbes de sintese e do processo de secagem. A HA pode
apresentar-se com diferentes fases, porosidade, cristalinidade, formas (agulhas,
esferas), entre outros. Estas variaveis repercutem nas propriedades finais do
material, tais como osteoconducéo e inibicdo do crescimento bacteriano. Portanto, a
presente discussdo aborda, primeiramente, a caracterizacdo dos p6s de partida

antes e apos a calcinagao.

4.4 Microscopia Eletronica de Transmissao(MET)

A morfologia dos pdés e o tamanho de particula foram avaliados por

Microscopia Eletrdnica de Transmissao (MET), conforme Figuras 12 e 13.

Figura 12: Fotomicrografia obtida por MET da amostra HA.
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Figura 13: Fotomicrografia obtida por MET da amostra HA:GEL.

Analisando as fotomicrografias obtidas por Microscopia Eletronica de
Transmissao (MET), pode-se confirmar a presenca de aglomerados nas amostras de
HA e HA:Gel o que é uma tendéncia comum para pos finos obtidos durante reacoes
quimicas. Em todas as amostras se observam nanoparticulas alargadas
(“bastonetes”), de longitude variavel. De igual modo observa-se anéis concéntricos
de difracdo, o que indica certa cristalinidade. Nas amostras HA:Gel observa-se
agregados de nanoparticulas menores do que na HA pura de 9 a 10 nm e particulas

alargadas de um 20 a 40 nm de longitude.

4.5 ANALISES GRANULOMETRICAS

Os po6s produzidos foram caracterizados quanto ao tamanho de particulas,
através de analises granulométricas, conforme tabela 8 e seus respectivos graficos

(Figura 14). Onde os diametros médios do volume correspondem a meédia das
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porcentagens acumuladas entre 10%,50% e 90% para as amostras nao calcinadas

de hidroxiapatita secas em estufa e liofilizadas.

Tabela 8: Resultado da distribuigdo granulométrica dos pds nado calcinados de HA.

Porcentagem < (um)
Amostras Diametro

Médio 10% 50% 90%

(um)
HA.P.E.V. 6,74 0,88 4,69 15,93
HA.P.L.V. 8,46 1,05 6,63 18,45
HA.Gel.P.E.V. 8,77 1,02 5,99 21,05
HA.Gel.P.L.V. 9,22 1,12 7,32 19,92

(a) (b)
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Figura 14: Graficos de distribuicdo granulométrica das amostras: a) HA.P.E.V. ,b) HA.P.L.V. , ¢)
HA.Gel.P.E.V. ed) HA.Gel.P.L.V.

Nas amostras verdes liofilizadas os didmetros médios de aglomerados sao
maiores do que nas amostras secas em estufa, isto sugere que apresentam maior

interacdo na formacéao de aglomerados.

4.1 ANALISE TERMICA DIFERENCIAL (DTA) E TERMOGRAVIMETRICA (TG)

As figuras 15 e 16 ilustram as curvas de termogravimetria (TG) e analise

térmica diferencial (DTA) para os pds de HA.
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Figura 15: Curvas representativas de TG e DTA obtidas sobre o pé de HA.P.E.V.

Para a amostra de HA.P.E.V a perda de massa mais significativa, em torno
de 3,5%, ocorre até a temperatura de aproximadamente 400°C, que pode estar
associada a perda parcial de moléculas como H>O e CO..

A figura 16 ilustra as curvas de termogravimetria (TG) e andlise térmica

diferencial (DTA) para o p6 de HA.Gel.P.E.V.
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Figura 16: Curvas representativas de TG e DTA obtidas sobre o p6 de HA.Gel.P.E.V.
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Como pode ser observada nas Figuras 15 e 16 a perda completa destas
moléculas deve ocorrer em temperaturas superiores a 700°C, pois até esta
temperatura ainda sdo observadas nos espectros de infravermelho bandas
caracteristicas dos grupos H-O de agua de cristalizacdo adsorvida em
aproximadamente 3400 e 1640 cm™ e de C-O de COs* em 1456-1417cm™ (Figura
17). Apo6s 400°C a massa permanece praticamente constante, voltando a diminuir
na faixa de 800-1100°C, possivelmente relacionada as rea¢des de decomposicédo da
hidroxiapatita deficiente em calcio, e a eliminacdo completa das moléculas de CO,, 0
que esté de acordo com o verificado por Landi et al (LANDI et al, 2004).

A partir da temperatura de 1000°C a continua perda de massa pode estar
associada a desidroxilacdo e/ou decomposicao da hidroxiapatita isoterma a 1200°C
em atmosfera de ar para uma amostra de hidroxiapatita pura.

Na Figura 16 observa-se um pico exotérmico no intervalo de temperatura de
aproximadamente de 250 a 450 °C esse pico esta relacionado com a eliminagédo de
matéria organica decorrente da presenca da gelatina na amostra de HA .

Ao se comparar as amostras no que se refere ao processo de secagem,
observa-se que aquelas que passaram pelo processo de liofilizacdo apresentaram
maior perda de massa ao longo do programa de aquecimento da analise
termogravimétrica. Como a diferenca é mais evidente nos primeiros estagios do
aquecimento, préximo de 400°C, faixa de temperatura em que se espera ocorrer a
eliminacado de agua, pode-se sugerir que o0 processo de secagem mais efetivo no
que se refere a eliminacao destas moléculas foi o processo de secagem em
estufa, indicando que o tempo de liofilizacdo poderia ter se estendido para

garantir uma maior eliminacado das moléculas de agua.
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4.2 ESPECTROSCOPIA DE ABSORCAO NA REGIAO DO INFRAVERMELHO

Na Figura 17 estdo apresentados espectros de IV relativos as amostras nao
calcinadas de hidroxiapatita pura seca em estufa, hidroxiapatita pura liofilizada,
hidroxiapatita com adicdo de gelatina na concentragcdo de 10g/L seca em estufa e

hidroxiapatita com adicdo de gelatina na concentracdo de 10g/L liofilizada.
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Figura 17: Resultados dos espectros de IV relativos as amostras nédo calcinadas de HA
e HA:Gel.

Os espectros correspondentes a Figura 17 apresentam absorcao
semelhantes nas bandas de 562 cm™, 600 cm™, 959 cm™ e 1042 cm™, indicando a

presenca dos grupos PO,*, que sao tipicas aquelas descritas para a HA. (ELLIOT &



100

LEGEROS, 1994). As bandas encontradas em 3574 cm™' indicam um estiramento da
ligacdo O-H estrutural. A presenca de CO, absorvido do meio ambiente pode ser
identificada na faixa de 2360 cm . A existéncia de bandas presentes na faixa de
873 cm ' deve-se a presenca dos grupos carbonatos (CO3)?. E possivel
identificar nas amostras HA:Gel.P.E.V. e HA .Gel.P.L.V. bandas largas entre 3462 e
2962 cm’', correspondentes a presenca de grupos amino (-N-H) provenientes de
aminoacidos da gelatina. Também aparece sobreposta na regidao de 3500 a 3000
cm™ outro tipo de deformac&o, caracteristico ao grupo (-C-H) presentes na gelatina.

Nos espectros com adicdo de gelatina, podem-se observar 0s picos em
aproximadamente 1450 cm™ correspondente aos grupos amino (-N-H) e 1635
cm” as amidas —C=0, sendo que esse pico também ¢ atribuido & deformacao
angular da agua em todos os espectros das amostras da Figura 17.

Os resultados obtidos na caracterizagao por infravermelho mostram bandas
caracteristicas da HA. Estas sado atribuidas aos grupos funcionais dos ortofosfatos
(PO,%), hidroxilas (OH) e &gua, confirmando a obtencdo da fase desejada. Em
apatitas biolégicas, alguns dos fons PO4* sdo substituidos por fons COs* e o
espectro de IV sdo bastante sensiveis para estas substituicdes dos carbonatos.

As amostras sem tratamento térmico (Figura 17) e com tratamento (Figura 18)
apresentam bandas fracas nas regides de 1411-1421 e 1453-1467 cm™ que foram
atribuidas ao fon COs%. Uma banda a 877 cm™ foi observada. Alguns autores
atribuem esta banda (877 cm™) ao fon hidrogenofosfato. (DESTAINVILLE et al,
2003) e ndo ao ion carbonato. Contudo, como foi encontrado na literatura, o
aparecimento de bandas nas regides de 1411 e 1467 cm™ confirma que a banda em
877cm™ & caracteristica do grupo COs®  substituindo o sitio dos grupos PO,

caracteristico da hidroxiapatita carbonatada. (ELLIOT, 1994).
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As Figuras 18 e 19 apresentam os resultados de espectroscopia de

infravermelho efetuados nas amostras calcinadas.
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Figura 18: Resultados dos espectros de IV relativos as amostras HA seca em
estufa e liofilizadas ap6s a calcinagéo.

Na Figura 18 observa-se bandas de estiramento de O-H em
aproximadamente 3575 cm™ do grupo hidroxila da HA e de P-O (de grupos PO,%) a
1090 e 1033 cm™, bem como O-H de agua absorvida. As intensidades destas
ultimas diminuem com o aumento da temperatura, sugerindo que estas moléculas

ndo sio totalmente eliminadas apo6s o aquecimento de 700 °C.
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Figura 19: Resultado dos espectros de infravermelho das amostras com 1% de
gentamicina incorporada.

Sao observadas bandas em aproximadamente 568, 600 e 1042 cm™ que
corresponde as vibracdes caracteristicas de grupos PO,%. Ainda a presenca de
bandas de absorcdo de COs*, em 1451 e 962 cm’, evidenciando que a
hidroxiapatita obtida € uma hidroxiapatita carbonatada. Também estdo presentes
bandas em 3574 cm™ referentes ao grupo OH. O pico que aparece em 1635 cm ™' é
caracteristico de ligagdo —N—H presente apds incorporacao de gentamicina.

A Figura 20 refere-se aos respectivos resultados de IV das amostras
calcinadas de hidroxiapatita pura seca em estufa e liofilizadas com 1% em massa

de gentamicina; 0,5% em massa de gentamicina; 2% em massa de gentamicina .
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Figura 20: Resultados de IV das amostras apds impregnacdo com gentamicina.

A impregnacdo de gentamicina em diferentes porcentagens em massa nao
interferiu na estrutura da hidroxiapatita obtida. A presenca de gentamicina é
confirmada pela presenca das bandas caracteristicas da ligacdo —N-H em 1635

cm™ .
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4.2 DIFRACAO DE RAIOS X

A identificacdo do material obtido, provocadas pelas variacbes de
temperatura e adicdo de gelatina, foi determinada por difratometria de raios X (DRX).
A Figura 21 apresenta o difratograma de raios X dos pds obtidos de
hidroxiapatita pura, antes da calcinacao, secos em estufa a 100°C ou liofilizados por

48 horas e calcinados a 700°C por 2 horas das amostras puras sem e com

calcinacao.
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Figura 21: Difratograma de raios X efetuado das amostras HA.P.E.V., H.A.P.L.V.com e sem
calcinagéo a 700 °C.

Em todas as amostras (Figura 21) observam-se picos localizados em

aproximadamente 26=26,0°, 26=31,79°, 26=32,92°, 206=34,08° e 26=39,8¢,
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respectivamente. Tais picos sao caracteristicos as fases de apatitas (LI et al, 2007).
Os resultados de difratometria de raios X das amostras foram comparados com um
difratograma padrao de hidroxiapatita, por meio do banco de dados JCPDS, ficha
numero 09-0432.

A Figura 22 apresenta o difratograma de raios X representativo dos pos
obtidos, apds a sintese de HA com adicao de 10g/L de gelatina, ndo calcinados,
seco em estufa a 100°C ou liofilizados por 48 horas. As amostras foram calcinadas a
700°C por 2 horas. A amostra HA.Gel.E.700, apés ter sido submetida ao tratamento

térmico ficou em vibragdo constante no ultrassom durante trés horas (HA.Gel.E.700

ultrassom).
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Figura 22: Difratograma de raios X efetuado nas amostras HA:Gel com e sem calcinagéo.

Os picos encontrados na HA:Gel sao caracteristicos da HA. Entretanto, as

amostras com adicao de gelatina (Figura 21), possuem picos com menor intensidade
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em 206=26,0° (002) e 31,79° (211) ao serem comparadas as amostras de
hidroxiapatita pura (Figura 20). A intensidade desses dois picos principais em (002)
e (211) em HA:Gel, indica a reducao do cristal com aumento de energia . (CHANG
et al, 2003). Na amostra HA:Gel.E.700 ultrassom (Figura 22), onde utilizou-se um
equipamento de ultrassom para dispersao homogénea de particulas, houve uma
melhor definicdo dos picos.

Pode-se observar em todas as amostras uma pequena fracdo dos ions
carbonatos presentes nos picos préoximos a 26 = 30%, podendo estar relacionado ao
processo de precipitacdo que ocorre durante a sintese, porém, a quantidade de
carbonato presente nas amostras nao foi quantificado. De acordo com a literatura,
mesmo quando se utiliza o Método de Rietveld para quantificagdao das fases, existe
uma dificuldade de ajuste das reflexdes nas regides de 25° e entre 31-34° podendo
estar relacionada a presenca de grupamentos carbonatos na estrutura de HA
formada, uma vez que as reflexbes para HA e para hidroxiapatita carbonatada sao:
25,90; 31.80 e 32,93 (ficha JCPDS 9-432) e 25,75;32,19 e 33,43 (ficha JCPDS 19-
272), respectivamente (SENA, 2004).

Os estudos de raios X realizados nos materiais obtidos, evidenciaram em
seus difratogramas a presenca da fase hidroxiapatita, representada pela estrutura
hexagonal (Cas(PO4)3sOH) observada no angulo 26 = 31,79 o pico de maior
intensidade, representado pelo plano de difracdo (211), em todas as amostras

representadas pelas Figuras 21 e 22.
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4.6 BET

Os fenbmenos de interacao que desencadeam o contato do biomaterial com
o meio biolégico, os quais sao precursores de eventos posteriores, estdo
determinados pela estrutura, area, morfologia (forma, tamanho de particulas, area
superficial especifica) e composicdo da superficie em escala molecular (nanémetro).
Neste trabalho a area superficial especifica dos pds calcinados a 700 °C por 2
horas foi determinada pelo método BET. Os resultados estdo apresentados na

Tabela 9.

Tabela 9: Resultados de BET das amostras de HA e HA:Gel calcinadas.

Amostras Area Superficial Area de microporos
calcinadas especifica (m%g) (m?g)
HA.P.E. 23,5014 2,8238
HA:Gel. E. 37,3793 4,3822
HA.P.L. 29,4233 4,5137
HA:Gel.L. 33,5610 10,0141

Os resultados apresentandos na Tabela 9 deixa evidente a influéncia da
gelatina e do método de secagem na area superficial especifica dos pds de HA,
assim como, na area de microporos.

Sabe-se que a precipitagdo a partir de uma dissolugdo origina particulas
precursoras que se aglomeram e formam uma estrutura porosa. Neste caso a adicao
da gelatina na dissolugao proporcionou um aumento na microporosidade do material

apdés a calcinacdo, provavelmente, devido a eliminacdo da mesma com a
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temperatura, ou seja, a eliminacdo de materia orgénica durante o tratamento

térmico, que também podem gerar uma estrutura porosa.

4.3 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

A microestrutura do p6 obtido apdés a calcinagdo foi analisada por
microscopia eletrénica de varredura (Figuras 23 a 27). Observa-se que os pds sao
compostos por particulas formando diversos aglomerados.

A Figura 23 representa a morfologia das particulas da hidroxiapatita pura e

hidroxiapatita com incorporacdo de gelatina, secas em estufa e sinterizadas a

700° C.

Figura 23: Microscopia eletronica de varredura (MEV - aumento 500x) dos p6s de HA.P.E.700 e
HA:Gel. E.HA:Gel700.

Observa-se que nas amostras com adicdo de gelatina as particulas
apresentam-se menos aglomeradas.

As Figuras 24, 25 e 26 mostram as micrografias que correspondem a
comparacdo dos po6s de HA e HA:Gel sem e com incorporacdo de diferentes

porcentagens em massa de gentamicina .
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Figura 24: Microscopia eletronica de varredura (MEV - aumento 500x) dos pds de HA secos em

estufa e calcinados, sem incorporagédo de gentamicina HA.P.E., com incorporagéo de gentamicina
P.E.x% Gent., sendo x: (a) 1% (b) 0,5% e (¢) 2,0%.
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Figura 25: Microscopia eletronica de varredura ( MEV - aumento 500x ) dos pés de HA liofilizados e
calcinados, sem incorporagado de gentamicina (a), e com incorporagao de gentamicina, P.E.x% Gent,
sendo x: (b) 1%, (c) 0,5% e (d) 2,0%.
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Figura 26: Microscopia eletrénica de varredura ( MEV - aumento 500x ) dos pds de HA:Gel, secos em
estufa e calcinados , sem incorporacao de gentamicina (a) e (b) com incorporacao de 1% em massa
de gentamicina, P.E.1,0% Gent.

Figura 27: Microscopia eletrénica de varredura (MEV - aumento 500x) dos pés de HA:Gel liofilizados
e calcinados, sem incorporagdo de gentamicina (a) e b) com incorporagcdo de 1% em massa de
gentamicina, P.E.1,0% Gent.

Por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) foram realizadas anadlises
microscépicas de superficie dos pés de HA e HA:Gel com impregnacao e sem
impregnacdo de gentamicina . Observamos que o0 p6 € composto por pequenas
particulas, formando diversos aglomerados. (ARAUJO et al, 2007). Estudos
demonstram que nas hidroxiapatitas sintéticas, similares a ossos e dentes, os ions

carbonato localizam-se em canais e ocupam os mesmos sitios dos ions fosfatos
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numa razao de 10:1. A substituicdo de um grupos fosfato da célula unitaria de HA
por um grupo carbonato, faz com que a razao molar Ca/P suba de 1,67 para 2,00.
Como o material foi produzido em atmosfera aberta e solucdo aquosa, & provavel
que tenha havido incorporacdo de COs* provenientes do ar, isto explicaria o desvio
da estequiometria da amostra, sem no entanto haver modificagdes estruturais
perceptiveis no padrao de difracao.( MIYAKE et al, 1990).

A tabela 10 contém os resultados dos atomos identificados através das

analises de EDS.

Tabela 10: Resultados dos atomos identificados no (MEV-EDS).

AMOSTRAS ATOMOS

HA. P. E. 1% GENT. C,N,O,P,Ca
HA. P.L. 1% GENT. C,N,O,P,Ca
HA.GEL.E.1% GENT. C,N,O,P,Ca
HA.GEL.L.1%GENT. C,N,O,P,Ca
HA. P.E. 0,5%GENT. C,N,O,P,Ca
HA. P.L. 0,5% GENT. C,N,O,P,Ca
HA. P. E. 2,0%GENT. C,N,O,P,Ca
HA. P. L. 2,0%GENT. C,N,O,P,Ca
HA. P. E. O,P,Ca

HA. P. L. O,P,Ca

HA. GEL. E. C,N,O,P,Ca
HA. GEL. L. C,N,O,P,Ca
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Através da microscopia eletrénica de varredura (MEV-EDS) observa-se uma
relacdo Ca/P para os pds analisados, resultantes de valores superiores para os ions
de Ca e inferiores para os de P, fazendo com que os numeros calculados para a

razao Ca/P sejam maiores que os tedricos, podendo ser confirmado na Figura 30.
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Figura 28: Grafico de EDS da amostra HA. P. L. 2,0%GENT.

Através do mapeamento MEV-EDS podemos identificar os dtomos de Ca e P
respectivos a hidroxiapatita e os atomos C, O e N que correspondem ao sulfato de

gentamicina impregnado na amostra HA.P.L. 2,0 Gent., de acordo com a Figura 29.
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Figura 29: Atomos identificados na amostra HA. P. L. 2,0%GENT ( MEV-EDS).
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4.7 4. ANALISES MICROBIOLOGICAS

As analises microbioldgicas foram realizadas em duas etapas, sendo que em
ambas o procedimento foi o mesmo. Os tubos foram preparados com
saliva+BHI+HA e/ou HA:Gel (e controle) dos quais foram feitas contagens em
triplicata ( 24 e 48 horas das mesmas placas).

4.8.1 Etapa um

A Tabela 11 apresenta os resultados das contagens de UFC/mL referentes a
primeira etapa, nas amostras de HA e HA:Gel (controle) calcinadas, sem

impregnacao de gentamicina e com impregnagao de gentamicina.

Tabela 11: Contagens em triplicata (24/ 48 horas) da etapa um dos pés calcinados de HA e HA:Gel e

controle, sem imeregnagéo de gentamicina e com imeregnagéo de gentamicina.

Contagem 24 horas Contagem 48 horas
AMOSTRAS (UFC/mL) (UFC/mL)
A B C A B C

Controle 630 610 620 630 610 620

HA. P. E. 3370 450 1110 3370 450 1110
HA.P.E.1%Gent. 0 0 0 0 0 0
HA.P.E.0,5%Gent. 0 0 0 0 0 0
HA.P.E.2,0%Gent. 0 0 0 0 0 0
HA.P. L 2610 2170 2900 2610 2170 2900

Etapa

HA.P.L.1%Gent. 0 0 0 0 0 0

1 HA.P.L.0,5%Gent. 0 0 0 0 0 0
HA.P.L.2,0%Gent. 0 0 0 0 0 0

HA. GEL. E. 260 790 130 260 790 130
HA.GEL.E.1%Gent. 0 0 0 0 0 0

HA. GEL. L. 0 450 960 0 450 960
HA.GEL.L.1%Gent. 0 0 0 0 0 0
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Através da analise dos dados da Tabela 11 nota-se que nao ocorreu o
aumento na contagem de bactérias com o tempo de 48 horas. Observa-se também
na tabela 11 que néo ocorreu o crescimento de nenhuma colbénia de bactérias nas
amostras de HA e HA:Gel com impregnacdo de gentamicina em diferentes
concentragdes (0,5, 1,0 e 2,0%). Verifica-se também que nos pés de hidroxiapatita,
obtidos na presenca de gelatina, houve uma reducdo no crescimento de bactérias
quando comparadas a hidroxiapatita pura. Esse resultado, provavelmente, esta
relacionado com as propriedades morfolégicas dos pds obtidos evidenciando a
importancia do controle do método de preparacao dos pos de HA.

A Figura 30 apresenta as contagens UFC/mL da etapa um, respectivos ao

controle positivo (saliva + BHI) e controle negativo (BHI).

Figura 30: Controle positivo e controle negativo das amostras de saliva coletadas na etapa um.

Confirma-se na Figura 30 o crescimento de col6nias de bactérias no C* , bem
como, a auséncia das mesmas no C .

Na Figura 31 observa-se os resultados das amostras biolégicas de HA secas
em estufa e calcinadas a 700°C, sem impregnacdo de gentamicina e com

impregnacao de gentamicina em diferentes porcentagens em massa (0,5, 1 e 2 %).



117

Figura 31: Resultado das amostras biol6gicas de HA secas em estufa e calcinadas, sem impregnagao
de gentamicina (a) e com x% de gentamicina impregnada sendo x: b) 0,5, ¢) 1,0 e d) 2.

A Figura 32 apresenta os resultados das amostras bioldégicas de HA
liofilizadas e calcinadas a 700°C, sem impregnacdo de gentamicina e com

impregnacao de gentamicina em diferentes porcentagens em massa (0,5, 1 e 2 %).
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Figura 32: Resultado das amostras biologicas de HA liofilizadas e calcinadas , sem impregnagéo de
gentamicina (a) e com x% de gentamicina impregnada sendo x: b) 0,5, ¢) 1,0 e d) 2.

Na Figura 33 observa-se os resultados das amostras biologicas de HA:Gel
secas em estufa e calcinadas a 700°C, sem impregnacao de gentamicina e com

impregnacao de 1 % em massa de gentamicina.



119

=o
=

i

Figura 33: Resultado das amostras biolégicas de HA:Gel, secas em estufa e calcinadas, sem
impregnacgao de gentamicina (a) e com incorporacao de 1,0% de gentamicina (b).

Na Figura 34 observa-se os resultados das amostras biolégicas de HA:Gel
liofilizadas e calcinadas a 700°C, sem impregnacao de gentamicina e com

impregnacao de 1 % em massa de gentamicina.

Figura 34: Resultado das amostras biologicas de HA:Gel, liofilizadas e calcinadas , sem
impregnagaode gentamicina (a) € com incorporacao de 1,0% de gentamicina (b).

As figuras 31, 32, 33 e 34 comprovam a auséncia de bactérias nas amostras
de HA em diferentes porcentagens em massa de sulfato de gentamicina (0,5, 1 e 2
%) e HA:Gel com 1% em massa de sulfato de gentamicina. Observa-se que nas
amostras (HA e HA:Gel) que ndo foram impregnadas gentamicina ocorreu o0

crescimento de colbnias.
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4.8.2 Etapa dois

Com o objetivo de verificar se uma menor concentracdo de gentamicina
teria 0 mesmo efeito e, que a diminuicdo das bactérias ndo estariam relacionadas
com a desaglomeracado dos pds em ultrassom, as amostras foram submetidas a
novos ensaios microbioldégicos sem impregnacdo de gentamicina submetidas ao
ultrassom e com impregnacao de 0,25% em massa de gentamicina.

A Tabela 12 apresenta os resultados das contagens em ftriplicata (24/ 48
horas) da etapa dois dos pés calcinados de HA, HA:Gel submetidas ao ultrassom (e
controle), sem impregnagdo de gentamicina e com impregnacao de 0,25% em

massa de gentamicina.

Tabela 12 : Contagens em triplicata (24/ 48 horas) da etapa dois dos pds calcinados de HA e HA:Gel
e controle, sem impregnagao de gentamicina e com impregnacao de 0,25% em massa de

qentamicina.

Contagem 24 horas Contagem 48 horas
AMOSTRAS (UFC/mL) (UFC/mL)
A B C A B C
Controle 6360 | 18690 2060 6480 | 18790 1050
HA.P.E.Ultrassom 2510 2460 9200 | 2950 2800 | 9470
HA.P.E.0.25% Gent. 40 30 80 40 30 80
HA.P.L.Ultrassom 2650 9230 | 2940 | 2650 9350 | 2940
Etapa

> | HA.P.L.0,25%Gent. 40 10 30 40 10 30
HA.Gel .E.Ultrassom >10* >10* >10* >10* >10* >10*
HA.Gel.E.0.25% Gent. 0 0 0 0 0 0

HA. GEL.L.Ultrassom >10* >10* >10* >10* >10* >10*

HA. Gel.L.0.25% Gent. 30 0 20 30 0 20
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Observa-se na Tabela 12 que a Unica amostra que nao ocorreu o crescimento
de colbnias de bactérias € a HA.Gel.E.0,25% Gent.
A Figura 35 apresenta as contagens respectivas a etapa dois: controle

positivo (saliva + BHI) e controle negativo (BHI).
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Figura 35: Controle positivo e controle negativo das amostras de saliva coletadas na etapa dois.

Na Figura 35 ocorreu crescimento de colbnias de bactérias no C," , sendo que
no C, 7, ndo cresceu nenhuma col6nia.

A Figura 36 apresenta os resultados das amostras bioldgicas de HA secas em
estufa e calcinadas com impregnacao de gentamicina (HA.P.E.0,25% Gent.) e sem

impregnacao de gentamicina, apenas submetidas ao ultrassom (HA.P.E.Ultrassom).
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Figura 36: Resultado das amostras biologicas de HA secas em estufa e calcinadas com incorporagao
de gentamicina (a) e sem incorporagao de gentamicina (b).

Na Figura 37 observa-se os resultado das amostras bioldgicas de HA:Gel,
secas em estufa e calcinadas com incorporacdao de gentamicina (HA.P.E.0,25%

Gent.) e sem incorporagao de gentamicina (HA.P.E.Ultrassom.).

Figura 37: Resultado das amostras biolégicas de HA:Gel, secas em estufa e calcinadas com
incorporacao de gentamicina (a) e sem incorporagdo de gentamicina (b).



123

A Figura 37 comprova que houve a inibicdo total de crescimento bacteriano
na amostra HA:Gel seca em estufa com impregnacdo de 0,25% em massa de
sulfato de gentamicina (HA.P.E.0,25% Gent.).

Os resultados das amostras biolégicas de HA:Gel, liofilizadas e calcinadas
com incorporacdo de gentamicina (HA.P.E.0,25% Gent.) e sem incorporagdo de

gentamicina (HA.P.E.Ultrassom) sdo observados na Figura 38.

Figura 38: Resultado das amostras biologicas de HA:Gel, liofilizadas e calcinadas com incorporagcéo
de gentamicina (a) e sem incorporagao de gentamicina (b ).

Verifica-se na Figura 38 que a impregnacéao de 0,25% em massa de sulfato
de gentamicina, nas amostras HA:Gel liofilizadas e calcinadas, ocorreu uma

diminuicédo relevante no crescimento das bactérias, porém, nao total.



124

5. CONCLUSOES

Os pos preparados, neste trabalho, pelo método da precipitacdo séao
cristalinos e nanométricos. Pela anadlise de infravermelho e difracdo de raios X
observa-se que os pos obtidos sem e com calcinagdo apresentam uma estrutura
apatitica carbonatada com a fase predominante de hidroxiapatita. A Microscopia
eletrénica de varredura ilustra que os pds de hidroxiapatita apds a calcinagdo sao
formados por aglomerados de particulas HA. Pelos resultados obtidos de contagens
de UFC/mL ficou evidenciado a influéncia do método de preparacao e da secagem,
portanto, da morfologia dos pds obtidos no crescimento bacteriano, assim como o
préprio efeito das particulas de HA na inibicado do mesmo. A impregnacao de 0,5 a
2,0% em massa de sulfato de gentamicina mostrou-se eficaz na inibicao total do
crescimento bacteriano em todas as amostras obtidas depois da calcinacao.

Seguindo a tendéncia atual a procura por um material biocompativel e
biodegradavel de liberagcdo controlada de farmacos, na amostra HA:Gel seca em
estufa com impregnacéao de 0,25% em massa, houve a inibicao total de crescimento
bacteriano, mostrando-se um biomaterial promissor para possivel substituicdo
Ossea, devido a utilizacdo da gelatina no método de preparacdo e da menor

porcentagem utilizada do antibiético.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

e Producao de apatitas submetidas a vibracdo constante do ultrassom
e Estudos “in vivo” do biomaterial obtido.

e Estudo da liberacao controlada do antibiético.
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