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Resumo de dissertacdo de mestrado apresentada ao CCT-UENF como parte
dos requisitos para obtencédo do grau de mestre em Engenharia e Ciéncias dos

Materiais.

OBTENCAO DE BIOCIMENTO A BASE DE FOSFATO DE
CALCIO NANOESTRUTURADO A PARTIR DE CASCA DE OVO
GALINACEO

Tarcilia Henrique do Amaral Corréa
07 de abril de 2015

Orientador: Prof. José Nilson Franca de Holanda.

O Brasil gera grande quantidade de residuo de casca de ovo galinaceo,
principalmente na industria alimenticia. O destino final deste residuo sélido &
complexo e caro. Por outro lado, o residuo de casca de ovo galinaceo é rico em
carbonato de célcio e pode ser uma importante fonte de material carbonato
alternativo na fabricacdo de biocimentos a base de fosfato de calcio usados em
aplicacdes médicas e dentarias. Este trabalho de mestrado tem como objetivo
principal sintetizar e caracterizar biocimento a base de fosfato de calcio a partir
do CaCOs presente no residuo de casca de ovo galinaceo por ataque acido por
via umida com HNOs e Na:HPO4. O material sintetizado foi calcinado em forno
elétrico a 900 °C durante 2h. Foram realizadas analises fisica, quimica,
mineralégica, morfoldgica e citotoxicolégica no material sintetizado para a
comprovacdo do biocimento obtido nesta pesquisa. Os resultados
experimentais mostraram que é possivel obter biocimento a base de fosfato de
calcio (B-CPP puro e mistura binaria (B-CPP/B-TCP)) nanoestruturado a partir
do residuo de casca de ovo galinaceo, sem causar toxicidade in vitro. Os
resultados também mostraram que & medida que se muda a concentragdo do
meio, a razdo molar de Ca/P e temperatura se obtém outros tipos de
biocimentos.

Palavras-chave: Biomaterial, biocimento de fosfato de calcio, bioequivaléncia.

XVi



Abstract of dissertation presented to CCT-UENF as part of the requirements for

obtaining the Master’s Degree in Materials Engineering and Science.

OBTENTION OF NANOSTRUCTURED CALCIUM PHOSPHATE-BASED
BIOCEMENT FROM AVIAN EGGSHELL WASTE

Tarcilia Henrigue do Amaral Corréa
April 071, 2015
Advisor: Professor José Nilson Franca de Holanda

Brazil generates large amounts of avian eggshell waste, especially in the food
industry. The final disposal of this solid waste material is complex and
expensive. On the other hand, the eggshell waste is rich in calcium carbonate
and may be an important alternative source of carbonate material in the
manufacture of calcium phosphate-based biocements used in medical and
dental applications. This work has as main objective to synthesize and
characterize calcium phosphate-based biocement from CaCOs present in avian
eggshell waste through acid attack with HNO3s and Na2HPOa4. The synthesized
material was calcined in an electrical kiln at 900 °C for 2h. It were done
physical, chemical, mineralogical, morphological, and citotoxicological analyses
of the synthesized material. The experimental results showed that it is possible
to obtain calcium phosphate-based biocements (B-CPP and binary mixture (-
CPP/B-TCP)) from avian eggshell waste, without causing toxicity in vitro. The
results also showed that as changing the concentration of the medium, molar

ratio Ca/P and temperature, other types of biocements are obtained.

Keywords: Biomaterial, biocement the calcium phosphate, bioequivalence.
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CAPITULO 1 - INTRODUCAO

1.1 Aspectos Gerais

A industria de ceramica tem se destacado como um setor industrial altamente
capaz para o destino de grandes quantidades de residuos solidos poluentes
(Segadaes et al., 2006) de diversos tipos e origens, quando comparado aos métodos
tradicionais.

O aumento da populacdo mundial, avango tecnoldgico e consumismo tém
contribuido para o crescimento acentuado das atividades industriais no mundo todo.
Esta situacdo também faz com que crescam os problemas por elas causados como,
por exemplo, a emissao de poluentes e residuos prejudiciais ao meio ambiente e o0
esgotamento das fontes tradicionais de matérias-primas (Caliman, 2011).

Dentre as atividades industriais, aquelas relacionadas ao processamento de
alimentos consomem enormes quantidades de ovos de galinha na fabricacédo de seus
diversos produtos. E fato conhecido que o processo de industrializacdo de ovos (ovos
em po, liquidos ou congelados) proporciona uma série de vantagens econémicas,
incluindo maior vida util do produto e facilidades de transporte e conservacao (Perez
et al., 2010). No entanto, ao processo de industrializacdo de ovos gera quantidade
significativa de residuo sélido de casca de ovo.

A casca de ovo galinaceo representa cerca de 10 % do peso do ovo. No Brasil,
por exemplo, sdo geradas cerca de 2 milhdes de toneladas de residuo de casca de
ovo por ano (Oliveira, 2009). A inadequada disposi¢ao no descarte final deste material
de residuo sélido, onde geralmente é jogado em aterros ou lixdes sem qualquer pré-
tratamento, pode acarretar sérios problemas econémicos e ambientais devido ao odor
da biodegradacado da membrana da casca do ovo, que pode atrair ratos, vermes, etc.,
trazendo risco a saude humana (Ferreira, 2008).

Nos utimos anos, os biocimentos de fosfato de calcio a base de hidroxiapatita
e B-trifosfato de calcio (B-TCP) tém-se tornado altamente vantajoso em aplicacdes
biomédicas, principalmente por sua biocompatibilidade, bioatividade e
osteocondutividade (Soares, 2006; Camargo, et al., 2009).

Os biocimentos a base de fosfato de célcio sdo compostos ceramicos que vém

sendo utilizados na medicina como biomateriais, atuantes como substitutos 6sseos



nas areas de ortopedia e odontologia clinica devido as seguintes caracteristicas
(Guastaldi, et al., 2010):

v' semelhanca com a mineralogia dos ossos dos vertebrados como os
dentes e tecidos calcificados;
excelente biocompatibilidade e bioatividade;
auséncia de toxicidade sistémica ou local,
auséncia de resposta imunoldgica a corpo estranho ou inflamacoes;

aparente habilidade em se ligar ao corpo do hospedeiro; e
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crescimento do tecido ésseo (osteocondutividade) que ocorre sobre a

superficie do mesmo ou através dos poros.

Os biocimentos sao geralmente obtidos a partir de misturas de fosfato de calcio
e ligantes organicos ou inorganicos, os quais podem melhorar importantes
caracteristicas como a hidratacao e tempo de pega, além das propriedades mecanicas
(Carrodegaus, et.al., 1998).

Pelo exposto, o residuo de casca de ovo galinaceo rico em carbonato de calcio
(Gomes, et al., 2012) pode ser uma importante fonte de material carbonato alternativo
na fabricacdo de biocimento a base de fosfato de calcio. Deve-se ressaltar que, além
de eliminar o problema da poluicdo quanto ao descarte do residuo de casca de ovo
de galinha diretamente no meio ambiente, o reuso dele como uma fonte alternativa de
CaCOs também contribui para diminuir o impacto sobre as reservas de rochas

calcarias que € uma fonte natural e ndo renovavel (Neves, 1998; Boron, 2004).



1.2 - Objetivos

O objetivo principal deste trabalho de dissertacdo de mestrado € a obtencéo e
caracterizacdo de biocimento a base de fosfato de calcio utilizando residuo solido
proveniente da industria de processamento de alimentos (residuo de casca de ovo

galindceo) da regido de Campos dos Goytacazes-RJ.

Sao objetivos especificos deste trabalho:
a) Beneficiamento e caracterizacéo do residuo de casca de ovo.
b) Formulacdo das composi¢fes do biocimento.
c) Preparacdo das composi¢des dos biocimentos por via Umida.
d) Tratamento térmico em alta temperatura para obtencdo do
biocimento.
e) Caracterizagdo fisica, quimica, mineralégica e morfologica do

biocimento.

1.3 Justificativas

O Brasil gera enorme quantidade de residuo de casca de ovo galinaceo, cujo
descarte final € um grande problema ambiental e econdmico da industria de
processamento de alimentos. O residuo de casca de ovo € um material rico em
carbonato de calcio. Neste contexto, € importante estudar a possibilidade de
aproveitar residuo de casca de ovo na producao de um biocimento a base de fosfato

de calcio para uso em aplicacdes biomédicas.



CAPITULO 2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 - Residuo Sélido

Segundo a NBR 10004 (ABNT, 2004), residuos solidos e semi-sdlidos resultam
de atividades industriais, hospitalares, agricolas comerciais e domésticas. Incluidos
nesta definicdo, estdo os lodos provenientes de sistema de tratamento de agua. A
norma NBR 10004 também classifica os residuos como:

- Classe | — Perigosos;

- Classe Il — Nao Perigosos;

- Residuos classe Il A — Inerte; e

- Residuos classe Il B — Nao inerte.

Os residuos da classe | apresentam periculosidade devido as suas
caracteristicas fisicas, quimicas ou infecto-contagiosas como: toxicidade,
patogenicidade e inflamabilidade. Esta classe de residuo pode acarretar risco a saude
e ao meio ambiente quando for gerenciado de forma inadequada.

Os residuos da classe Il sdo aqueles residuos nao perigosos e subdivididos
nas classes IIA e IIB. Os residuos da classe Il A — Inertes, sdo aqueles que podem
alterar a potabilidade da agua. Como exemplos desses residuos, podem-se citar:
tijolos, vidros, rochas, certos plasticos e borrachas que ndo sdo decompostos
prontamente.

Os residuos classe Il B— N&ao inerte sdo aqueles que ndo possuem constituintes
sollveis em agua, ndo alterando, portanto a potabilidade da dgua. Como exemplos
desses residuos, podem-se citar: materiais organicos da induastria alimenticia,
embalagens, bota de borrachas.

Os residuos sélidos também podem ser classificados pela sua origem de
diferentes atividades humanas, sendo eles:

e Residuos urbanos:
sdo os residuos provenientes de residéncias, estabelecimentos comerciais e
prestadores de servi¢os, da varricdo, de podas e da limpeza de vias, logradouros
publicos e sistemas de drenagem urbana passiveis de contratacdo ou delegacéao a

particular.



e Residuos de servicos de saude
Residuos provenientes de qualquer unidade com atividades de natureza
médico-assistencial humana ou animal. Os provenientes de centros de pesquisa,
desenvolvimento ou experimentagdo na area de farmacologia e satde; medicamentos
e imunoterapicos vencidos ou deteriorados; os provenientes de necrotérios, funerarias
e servicos de medicina legal; e os provenientes de barreiras sanitarias.
e Residuos sdlidos industriais
Sao os residuos provenientes de atividades de pesquisa e de transformacao
de matérias-primas e substancias organicas ou inorganicas em novos produtos, por
processos especificos, bem como os provenientes das atividades de mineragéo e
extracdo, de montagem e manipulacdo de produtos acabados e aqueles gerados em
areas de utilidade, apoio, depdsito e de administracdo das industrias e similares,
inclusive residuos provenientes de Estacdes de Tratamento de Agua - ETAs e
Estacbes de Tratamento de Esgoto — ETEs.
¢ Residuos da construcao civil
Usualmente chamados de entulhos de obras, oriundos de construcoes,
reformas, reparos e demolicdes de obras de construcao civil, e os resultantes da
preparacao e da escavacgao de terrenos, tais como: tijolos, blocos ceramicos, concreto

em geral, solos, pavimento asfaltico, tubulacfes, entre outros.

2.1.1. - Tratamento e disposicao final de residuos

Uma quantidade significativa de empresas ainda dispde seus residuos em
locais proibidos e de forma improépria, ocasionando problemas ambientais, sociais e
de saude publica (Tobalipa, et al., 2006).

A necessidade de eliminar ou diminuir os impactos vindos desta disposi¢céo
inadequada dos residuos tem imposto a preocupacdo em relacdo a geracdo de
residuos, principalmente sobre os residuos perigosos. De forma que é necessaria a
utilizacado de técnicas alternativas para a disposicdo de residuos solidos que nédo
agridam o meio ambiente (Tobalipa, et al., 2006). As alternativas mais utilizadas para
o gerenciamento de residuos soélidos séo:

- Aterros sanitarios: é a disposicao final de residuos sélidos no terreno natural,
através do seu confinamento em camadas cobertas com material inerte, geralmente

solo, de modo que evite danos ou riscos a saude publica e minimizando o impacto



ambiental. Antes de se projetar o aterro, é necessario que sejam feitos estudos
topogréficos e geoldgicos para selecionar a area a ser destinada a sua implantacéo
(Ambientebrasil, 2013).

- Incineracdo: € o processo de destruicdo térmica de residuos em alta
temperatura em torno de 900 — 1200° C, o qual reduz o volume e destroi residuos de
alta periculosidade que necessitam de destruicdo segura e completa (Cetrel-Lumina,
2013).

- Compostagem: € o0 processo em que ocorre a transformacdo da matéria
organica que é encontrada no lixo em um composto organico como um adubo, por
exemplo, proporcionando assim, um destino Util para os residuos organicos. Isto evita
sua acumulacédo em aterros e melhora a estrutura do solo. A compostagem pode ser
utilizada na agricultura, em jardins e horta como adubo (Ambientebrasil, 2013).

- Operacao de inertizacdo: processo que modifica as caracteristicas dos
residuos perigosos, transformando estes constituintes perigosos em suas formas
menos sollveis e menos toxicas, ou seja, menos perigoso. Tais modificacdes ocorrem
por reacdes quimicas que fixam os elementos toxicos em uma matriz (polimeros
impermedveis ou cristais estaveis). Sobretudo, as caracteristicas fisicas do residuo
podem ou néo serem alteradas (Cetrel-Lumina, 2013).

- Estabilizacdo/solidificacédo: processo no qual o residuo perigoso € incorporado
em outros materiais para se obter uma matriz sélida altamente impermeavel, fixando
assim o residuo dentro dessa estrutura. O objetivo deste processo € o de melhorar o
manuseio do residuo, tornando-o num produto com alta resisténcia e integridade
estrutural. Neste processo o0s agentes que normalmente podem ser utilizados séo: cal,
cimento, polimeros organicos, materiais abrasivos, materiais ceramicos, materiais

absorventes e materiais termoplasticos (Oliveira, 2003).

2.1.2 — Residuos e a indlstria ceramica

De acordo com Souza (2007), as Industrias ceramicas estao entres as que mais
reciclam residuos industriais e urbanos, devido a sua grande producdo que tanto
facilita para a incorporacao de varios residuos. Deve-se ressaltar que alguns tipos de
residuos podem melhorar o processamento e a qualidade da ceramica e

bioceramicas.



Assim sendo, a reutilizacdo de residuos resultantes de diferentes processos
industriais tem sido objeto de interesse em diversas instituicbes de pesquisas. Os
residuos estdo sendo amplamente utilizados na area de ceramica para fabricacéo de
novos produtos como por exemplo, ceramicas, bioceramicas e biocimentos.
Aproveita-se o potencial dos residuos solidos em varios aspectos como custo de
disposicéo, tratamento, tipo e qualidade do residuo, tecnologia e, finalmente o impacto
econdmico e ambiental da reciclagem (Menezes et al., 2002).

O campo da ceramica tem se tornado muito propicio para o desenvolvimento
de novos biomateriais (Mendes, 2006). Interesse particular é dado as aplicagdes na
substituicdo de partes do esqueleto humano com biocimentos de fosfato de célcio.
Estes cimentos podem ser fabricados com o uso de residuos soélidos, tais como: casca
de ovo galinaceo, de avestruz, conchas calcarias fossilizadas (Ahmed et al., 2008;
Caliman, 2011; Gomes et al., 2012; Murakami et al.,2006).

2.2 - A casca de ovo galinaceo

A casca do ovo de galindceo é considerada uma rica fonte de sais minerais,
colabora de base como matéria prima para o desenvolvimento de produtos na
indUstria cosmética, suplementos alimentares, bases bioceramicas, fertilizantes,
implantes 6sseo e dentario e como agente antitartaro em cremes dentais (Murakami,
2006).

E um composto bioceramico, cuja funcdo é proteger o contetido do ovo e
garantir o calcio necessario a formacdo do embrido. A casca do ovo galinaceo é
composta por varias camadas porosas, permeavel a 4gua e aos gases, permitindo
assim a respiracdo do embrido (Neves, 1998). Segundo Burley e Vadehra (1989) a
casca possui duas membranas internas que sao constituidas por uma mistura de
proteinas e glicoproteinas aderidas a casca, exceto em umas das extremidades, onde
essas membranas se separam para formar a camara de ar (Neves, 1998).

A camada calcéria é constituida por uma rede de fibras protéicas, incluindo:
cristais de carbonato de calcio, carbonato de magnésio, fosfato de calcio e
substéancias organicas (Neves, 1998).

De acordo com Brostow et al. (1999), a casca corresponde em média a 11% do
peso total do ovo, e € composta por: 94% de carbonato de calcio, 1% de fosfato de

calcio, 1% de carbonato de magnésio e 4% de substancias organicas.



O maior constituinte da casca de ovo de galinaceo € o carbonato de célcio, que
€ um cristal que ocorre na forma de calcita um cristal hexagonal com baixa solubilidade
em agua com cerca de 13 mg/L (Neves, 1998).

A Figura 2.1 mostra a casca de ovo galinaceo, onde a parte brilhosa no interior
dela é a membrana seguida de uma de suas extremidades & formacao da camara de

ar.

Membrana Camara de ar

Figura 2.1 — A casca do ovo galinaceo (Autora).

2.3 — A utilizac&o do residuo da casca de ovo galinaceo

A industrializagdo de ovos gera uma gquantidade expressiva de residuo de
casca de ovo com cerca de 5,92 milhdes de toneladas por ano no mundo inteiro
(Gomes et al., 2012).

Assim sendo, encontrar um destino adequado para o residuo de casca de ovo
pode agregar valores para os produtores de galinhas e industria de ovos. Este residuo
pode ser usado como nova fonte de matéria prima para varias areas afins como
agricultura (p6 da casca para adubo), calcio para alimentacéo e fonte de carbonato de
calcio para producgédo de biocimentos (Caliman, 2011).

Pois as caracteristicas das cascas mostram que esse material pode ser usado
para o desenvolvimento de novos produtos e diminuindo com isto, o impacto
ambiental. Logo, a reutilizacdo da casca do ovo galinaceo é sugerida neste trabalho
como um meio alternativo para a valorizagdo deste residuo, onde o carbonato de
calcio presente nesta casca de ovo sera convertido em fosfato de calcio para a sintese
de um biocimento nanoestruturado que é um biomaterial utilizado em areas

ortopédicas e dentarias.



A utilizacéo do carbonato da casca de ovo como fonte de ions de calcio na
sintese de biocimento de fosfato de célcio, ja foi relatado em diversos estudos nos
altimos anos (Ahmed, Ahsan, 2008; Gomes et al., 2012; Oliveira, Benelli, Amante,
2009; Nayar, Guha, 2009; Sanosh et al., 2009). Estes estudos utilizaram a casca de
ovo de galinha como a principal fonte de ions de célcio para sintetizar biocimentos a
base de fosfato de calcio, ganhando-se com este tipo de estudo valor para o residuo
de casca de ovo galinaceo, resolvendo problemas de impacto ambiental e sintetizando
um biocimento de qualidade e com um menor pre¢co no mercado.

Das possibilidades estudadas na literatura, destaca-se neste trabalho a sintese

do B- pirofosfato de célcio e a sintese do B- trifosfato de calcio, este, € uma das

bioceramicas utilizadas nas clinicas médicas e dentarias para restituicdo 6ssea.
2.4 — O tecido Osseo Humano

O tecido 6sseo, como outros tecidos conjuntivos, constitui o esqueleto humano.
Este tecido 6sseo tem as funcdes de (Tortora, Dirrickson, 2012):
v Sustentacao e fixacdo para os musculos;
v Proteger 6rgdos internos vitais;
v Auxiliar no movimento em conjunto com 0s musculos;
v' Armazenar e liberar minerais (funcdo metabdlica — reservas de ions);
v' Conter a medula 6ssea vermelha, produtora das células sanguineas;
v Conter a medula 6ssea amarela, armazenamento de triglicerideos (gordura —

fonte de energia quimica potencial).

Contudo, é um tecido rigido devido a grande presenca da matriz rica em sais
de calcio, magneésio e fésforo. Aléem destes elementos presentes, a matriz também é
rica em fibras colagenas. Apresentando uma composicao de 25% de agua, 25% de
fibras colagenas e 50% de sais minerais. A flexibilidade do osso depende de suas
fiboras colagenas, enquanto que a sua resisténcia depende dos sais minerais
inorganicos (Tortora, Dirrickson, 2012).

Quando estes sais minerais sdo depositados na estrutura formada pelas fibras
colagenas, eles cristalizam e o tecido se enrijece, chamado de processo de
calcificagéo, este processo é iniciado pelas células chamadas osteoblastos que séo

as células formadoras do osso. Estdo presentes no tecido 0sseo, quatro tipos
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principais de células, sdo elas: as osteogénicas, os osteoblastos os ostedcitos e 0s
osteoclastos (Tortora e Dirrickson, 2012).
e Osteogénicas sao células produtoras, sofrem divisdo celular
e formam os osteoblastos.
e Osteoblastos séo as células germe ou botéo, formadoras dos
0SSO0S.
e Ostedcitos sé@o as principais células do tecido 0sseo,
mantém o funcionamento do metabolismo do osso como a
troca de nutrientes com o sangue.
e Osteoclastos séo células imensas, derivadas da fusédo de até
50 mondcitos (um dos tipos de células do sangue), fazem a
destruicdo da matriz 6ssea, chamada de reabsorcao da matriz
0ssea, liberando os sais minerais para a sua manutencao,
sendo parte do desenvolvimento normal, crescimento,
manutencao e reparo do 0Sso.

Os o0ssos nao sdo completamente solidos, sdo 6rgdos ricos em vasos
sanguineos, que se encontram em alguns espagos pequenos que encontram nos
0SS0S, entre as células e os componentes da matriz (Tortora e Dirrickson, 2012).

Ao se analisar a estrutura de um 0sso, observa-se duas partes: uma sem
cavidade classificada como compacta (80% do 0sso) e uma outra regido com muitas
cavidades classificada como esponjosa (20% do 0ss0), que se comunicam (Tortora e
Dirrickson, 2012).

O tecido conjuntivo 6sseo por apresentar uma estrutura inervada e irrigada
apresentam sensibilidade, alto metabolismo e capacidade de regeneracao
(Sobiologia, 2015). A Figura 2.2 mostra a estrutura do tecido conjuntivo ésseo.
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Figura 2.2 — Estrutura da matriz do tecido conjuntivo ésseo (Sobiologia, 2015).

Os biomateriais com aplicacbes biomédicas nas clinicas odontologicas e
servicos de ortopedia (enxertos 6sseo), tém sido utilizados com o objetivo de facilitar
a formacdo Ossea em um determinado espaco danificado, ocupando-o e
consequentemente permitindo o crescimento 0sseo. Este crescimento pode agir por
um destes trés mecanismos de formacdo oOssea (Burchardt, 1983; Garg, 1999;
Garofalo, 2007; Misch, 1993):

a) Osteogénese
Ocorre quando células osteoblasticas vivas, fazem parte do enxerto 0sseo,
onde estas células adicionadas transplantadas, formam novos centros de
ossificacao dentro do enxerto e somando-se com 0s osteoblastos ja existentes
no defeito O6sseo, contribuem para a capacidade total de regeneracdo

(formacéo) 6ssea (Newman et al., 2012).

b) Osteoinducéo
Quando o material transplantado provoca a formagéo do novo 0sSso por meio
da estimulag&o de células osteoprogenitoras presentes no defeito 6sseo ou nos
vasos sanguineos destes, resultando-se em osteoblastos iniciando assim, a

formacao de um novo osso (Newman et al., 2012).
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c) Osteoconducéao
A formacdo Ossea se da pelos osteoblastos presentes nas margens ou
superficie do defeito 6sseo sobre o material de enxerto. Estes biomaterias de
enxerto, servem como arcabouco para o crescimento 6sseo, ndo inibem e nem
induzem o crescimento 6sseo, apenas permitem a formacédo normal do 0sso
pelos osteoblastos presentes na superficie de defeito junto a superficie de

material de enxertia (Newman et al., 2012).

2.5 - A histéria e as GeracOes dos Biomateriais

Historicamente, a idéia da utilizacdo de biomateriais para fins terapéuticos é
muito antiga e ha relatos historicos de sua utilizagédo a cerca de 4000 a.C. referente
ao uso de materiais de suturas. Existem também registros de que o0s egipcios usaram
placas metalicas para reparar lesdes cranianas e membros artificiais, bem como os
romanos, chineses e astecas utilizavam ouro e dente de madeira em odontologia e 0s
olhos de vidros também eram matérias de uso comum (Engbiomateriais, 2011). No
século XX, apbés a Segunda Guerra Mundial, avancos incontestaveis aconteceram
nessa area em virtude da descoberta da biocompatibilidade de ligas de cromo,
cobalto, molibdénio, tantalo e titdnio no tecido humano, usados nas feridas de ex-
combatentes (Biomat, 2008).

O termo “biomaterial” foi introduzido na &rea da medicina e da ortodontia a partir
da Conferéncia do Instituto de Desenvolvimento de Consenso em Saude em 1982.
Biomaterial é definido como qualquer substancia (que ndo seja farmaco) ou
combinacéo de substancias de origem natural ou sintética, que possa ser usada para
tratar, aumentar ou substituir parte, tecido ou 6rgdo do corpo humano (Williams,1987).
Na Figura 2.3 é apresentada a evolucao dos biomateriais a partir de 1950.
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Figura 2.3 - Evolugdo dos biomateriais. Adaptado de Murugan (2004) apud Oliveira (2010).

A primeira geracdo de biomateriais era constituida de metais, ligas e aco
resistentes a corrosao e toleraveis ao organismo, ou seja, ndo interagem ou interagem
minimamente (Murugan, 2004). Esta primeira geracao esta associada aos implantes
0sseos tendo a primeira articulacao artificial desenvolvida em 1961 (Engbiomateriais,
2011).

Na década de 1970, iniciou-se a segunda geracéo relacionada aos biomateriais
bioativos, que enfatizam a regeneracdo do tecido natural destacando-se entdo 0s
materiais ceramicos, biocimentos microestruturado, polimeros e biovidros
(Engbiomateriais, 2011).

A terceira geracao inicia-se por volta da década de 1990 e foi caracterizada
pelo aperfeicoamento dos biomateriais capazes de estimularem respostas celulares
especificas com o tecido (Navarro et al., 2008). Destacaram-se os implantes teciduais
que regeneram o tecido como, por exemplo, pele artificial, cartilagem para
regeneracao de articulacdo, dentre outras (Engbiomateriais, 2011).

Finalmente, a quarta geracdo emprega os biomateriais de engenharia biolégica
utilizados no processo de regeneracédo do tecido 6sseo. O biomaterial ou biocimento
€ colocado no tecido 6sseo desejado e iniciam-se as reacfes do biomaterial com as
células deste tecido, que apdés um determinado tempo assumem o formato do tecido
desejado. Assim, ocorre a regeneracdo e formacédo do tecido implantado através do
biocimento, que contribui para melhor qualidade de vida humana (Hench, 1993).

Para ser usado o biomaterial deve ser biocompativel com o tecido em que sera
aplicado (Willians, 2008). A biocompatibilidade se refere a capacidade de um
biomaterial em realizar a fungdo para a qual foi desenvolvido, sem causar efeitos
indesejaveis sistémicos ou locais no tecido do paciente, ocasionando na resposta

celular favoravel ao desenvolvimento do tratamento.
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Existem muitas situaces em que se faz necessario utilizar um biomaterial,
como: problemas estéticos até a retirada de tumores, doencas que causam danos
irreversiveis, sistema de liberacdo de farmaco de forma controlada, defeitos
congénitos com deficiéncias funcionais e perda de tecido (Campos, 1991).

Estes casos apresentam resultados satisfatorios, se o biocimento usado for
adequado para a funcdo desejada e contenha um conjunto de propriedades
especificas, ou seja, biofuncional. Algumas das propriedades que asseguram essa
biofuncionalidade séo: transmissao de carga e distribuicdo de tensdes, articulacéo
com baixo atrito, preenchimento de cavidades, geracdo e aplicacdo de estimulos
elétricos, transporte e emissdo de drogas, guia para regeneracdo de tecido, etc.
(Campos, 1991).

2.6 - Classificagdes dos biomateriais

Segundo Hench e Wilsson (1993), os biomateriais séo classificados quanto ao
seu comportamento fisiolégico em: biotoleraveis, bioinertes, bioativos e absorviveis.

Biotoleraveis: materiais tolerados pelo meio biolégico, onde ficam isolados dos
tecidos adjacentes por meio de uma camada envoltéria de tecido fibroso. Essa
camada ocorre pela liberacdo de compostos quimicos, ions, produtos de corrosdo
dentre outros que fazem parte do material implantado. Quanto maior for a espessura
dessa camada fibrosa formada, menor sera a tolerabilidade do tecido ao material
implantado (Hench e Wilsson,1993).

Sao representados praticamente pelos polimeros sintéticos e os metais. Usam-
se esses materiais pelas suas caracteristicas mecéanicas de sustenta¢do, como por
exemplo, o aco inoxidavel (metal) e o polimetilmetacrilato (PMMA) como polimero
(Hench e Wilsson,1993).

Bioinertes: materiais que sédo apenas tolerados pelo meio biolégico, porém a
pouca formacdo da camada fibrosa, esse tipo de material ndo libera nenhum tipo de
componente ou se o faz é praticamente inexiste, ou seja, minima. Logo a resposta
celular é passageira e uma fina camada tomara lugar apés o implante (Hench e
Wilsson,1993).

Estes materiais implantados apresentam biocompatibilidade, mas, sé&o
bioinertes porque o organismo celular isola o material com a formagao de uma fina

camada de tecido fibroso (Hench e Wilsson,1993).
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Os materiais mais utilizados nesta categoria sédo ligas de titanio, titanio,
alumina, zirconio e carbono, polimeros e bioceramicas (Hench e Wilsson,1993).

Bioativos: ndo produzem ac¢des toxicas ou nocivas e sao aceitos pelo tecido do
hospedeiro. Nesses materiais, ocorrem reacdes de natureza quimica entre tecido
0sseo e o material implantado (osteointegracdo). Esse fato ocorre em funcdo da
similaridade quimica entre esses materiais e a parte mineral éssea, onde os tecidos
0sseos se ligam a eles permitindo a osteoconducéo por meio do recobrimento de
células 6sseas (Hench e Wilsson,1993)

Representam o0s principais materiais desta categoria, 0s vidros e vitro-
ceramicas a base de fosfato de célcio, os compostos de fosfato de calcio e a
hidroxiapatita (Hench e Wilsson,1993).

Absorviveis: materiais implantados que ap6s um periodo de tempo em contato
com os tecidos, sdo absorvidos e transformados naturalmente em um novo tecido
0sseo. Este tipo de material € muito interessante para as aplicagdes clinicas por ndo
ser necessaria uma nova cirurgia para retirada do material implantado. Fazem parte
deste grupo o fosfato tri calcio (TCP) e o acido polilatico (Hench e Wilsson,1993). A

Figura 2.4 apresenta fluxograma representativo da classificagao dos biomateriais.

BIOMATERIAIS

Eiolégicos ou Maturais Artificiais

Homagenos au Heterogenos ou
homdlogos ou heterGglogos ou (c)
aldgenos MENOgEno c

{

Autdgenos ou
autdlogos

(a) (b) 1

Biomiméticos

|
1

Compdsitos

MMaturais
polimericos

Maturais
ceramicos

Sinteticos

|
I l l

Eloativos Eicineres Bictoleraveis

Bicdegradaveiss
Bicabsorviveis

Polimeros Ceramica | Metais

Ceramicos

(a) Materiais organicos proveniente do proprio individuo a ser implantado

Polimeros | Polimeros

(b) Materiais organicos provenientes da mesma espécie

(c) Materiais organicos provenientes de espécies diferentes
Figura 2.4 - Fluxograma representativo da classificagéo dos biomateriais (Camilo, 2006)
apud Oliveira (2010).
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2.7 — Biomateriais ceramicos

Inicialmente os materiais ceramicos foram utilizados como biomateriais, cuja
aplicacdo ndo provocasse nenhuma reacdo ou uma reacdo minima ao tecido.
Contudo, com o decorrer do tempo criou-se um novo conceito sobre os materiais
ceramicos, onde estes deveriam provocar rea¢gfes de formacéo de tecido, através de
ligacdo quimica entre o material ceramico e o tecido. De acordo com a funcéo
desejada, seleciona-se o tipo de biomaterial ceramico adequado (Hench & Wilsson,
1993). A Figura 2.5 apresenta as aplicagdes clinicas das bioceramicas no ser humano.

Reparos cranianos
“Adros e ‘Wdros cerdmicos bioativos, Aumina e
Hidroxiapatita

Lentes Oculares

Aumina

Ctorrinenarinacleaia

Aumina

Hidroxiapatita

“Adros e “dros bioativos

Compostos bioativos

Bioceramicas

___._Reconstrugio Maxilofacial

Aumina, Hidroxiapatita

“widros biogtivos e Compostos de hidroxiapatita &
acido polilatice

Implantes Dentarios

Aumina, Hidroxiapatita, Recobrimento de
hidroxiapatita

‘dros biogtivos

Hidraxida de calcio selante

Aumento de Rebordo Alveolar
Hidroxiapatita, Aumina

Fosfato tricaleio

Composto de hidroxiapatita - osso autdgeno
Composto de hidroxiapatita & acido polilatico
“Wdros biogtivos

Preenchimento de cavidade periodontal
Hidroxiapatita, Compostos de hidroxiapatita e acide polilatice
Fosfato tricaleio
“Adros bioativos
Sais de fosfata de cileio

Acesso Percutaneos
Hidroxiapatita
“Adras e drocerimicos bioativas
Recobrimento de carbono
Compdsitos bioatives

Valvulas Cardiacas

Fecobrimento de carbono

Cirurgias de Coluna

Hidroxiapatita & “4dros cerdmicos bioativas

Reparo de Crista iliaca

Hidraxiapatita & “Adros Cerdmicos bioatives
Preenchimento de Cavidades Osseas
Hidroxiapatita

Sais de fosfato de clleio, fosfato ticalsio
“draz, Wdrocerdmicos bioativos granulados

Aplicagies Ortopédicas Sobre Cargas
Aumina

Fircdnio, Recobrimenta de widrocerdmico bioativas
Recobrimenta de hidroxiapatita

Compésita polistilena-hidroxiapatia

“Fixagiio Ortopédica
Composto de fibras de vidre de fosfato de caleio
Composto de fibras de vidrocerdmicas bioativas
Tendoes e ligamentos artificiais
Composto de fibras de carbono
Juntas de hidroxiapatita

Figura 2.5 - Aplicacdes Clinicas das Bioceramicas (Hench & Wilsson, 1993).
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Segundo Hench e Wilsson (1993), as bioceramicas tém sido empregadas na
forma porosa e na forma densa. Mesmo com o aumento da porosidade diminuindo a
resisténcia mecanica do material isoladamente, a existéncia destes poros com
dimensdes adequadas favorecem o0 crescimento dos tecidos através deles,
ocasionando em uma ligacdo do implante com o tecido aumentando assim a
resisténcia do material in vivo. A classificacdo das bioceramicas na forma porosa e na

forma densa € apresentada na Tabela 2.1.

Tabela 2.1 — Classificacdo das bioceramicas adaptado (Hench e Wilsson, 1993 apud
Oliveira, 2010).

Tipo de InteragcBes com os tecidos Exemplos

bioceramica

Inertes Nao ha interacdes bioldégicas nem | Alumina
guimicas

Porosas Ocorre crescimento interno do tecido | Aluminatos e HA
através dos poros pOrosos

Bioativas Ocorre forte ligagdo na interface | Biovidros, HA e Vitro-
0sso-implante ceramica

Reabsorviveis | As ceramicas sdo degradadas e | Fosfato tri calcio
substituidas pelos tecidos

2.8 — Biocimentos

Os biocimentos oriundos da composi¢édo de Ca/P vém sendo estudados desde
a década 1980. Eles foram considerados os materiais por exceléncia para a
remodelacdo e reconstrucdo de defeitos 6sseos. Essa preferéncia se destaca
principalmente por apresentarem boa propriedade de biocompatibilidade, bioatividade
e osteocondutividade, pela facilidade de modelagem durante o processo cirlrgico,

pela capacidade de regeneracéo e reconstituicdo 6ssea apos o implante. Resultam
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em um novo 0sso pela atividade celular dos osteoclastos e osteoblastos que séo
responsaveis pela remodelagdo do tecido 6sseo, permitindo o crescimento do tecido
0sseo ao longo de sua superficie. Por apresentarem estas caracteristicas 0s
biocimentos sédo altamente benéficos e vantajosos na area de clinica médica
(Caliman, 2011; Kumta, 2005; LeGreos, 1991).

2.8.1 — Biocimentos a base o fosfato de calcio

Os biocimentos de fosfato de calcio correspondem a uma mistura de pos de
fosfato de calcio e fosfato de sédio em um meio liquido, o qual forma uma pasta que
tem a capacidade de endurecer espontaneamente a temperatura ambiente ou

corporal (Camargo, 2007).

E ocorrido do resultado da combinag&o solido/liquido de modo que, um ou mais
constituinte do p6 sdo dissolvidos, e um ou mais compostos séo precipitados, resultam
desta precipitacdo um ou varios tipos de fosfato de calcio (Camargo, 2007; Dos
Santos, 2002; Nutri 2002; Oreffo, 1998).

O biocimento de fosfato de calcio apresenta alta area superficial especifica, que
favorece a molhabilidade, hidratacdo e acelera o tempo de endurecimento do
biomaterial. Quando aplicados biologicamente, apresentam uma biodegradacao
precoce, e uma boa reabsorcdo pela estrutura Ossea. Isto ocasiona o inicio da
formacao de um novo tecido 6sseo, apds contato com o fluido corporeo e os tecidos
adjacentes (Fernandéz et al., 1996; Wang, 2001; Yusa, 2004).

Os biocimentos sdo constituidos de dois componentes, um acido e um basico,
gue quando misturados com agua hidratam produzindo uma ou mais fases, resultando
assim no endurecimento do material. O endurecimento ocorre devido a formacéo ou
precipitacdo de fases cristalinas ou amorfas que estdo interligadas entre si, que
proporciona a formacdo de uma estrutura sélida unica (Dos Santos, 2002; Oreffo,
1998; Wang, 2001).

Os biocimentos sao aplicados na fixacdo de implantes, substituicdo de partes
defeituosas do sistema 0sseo, tratamento de diferentes tipos de doencas e como
carga na liberacdo de farmacos (para uma variedade de remédios como drogas
antibiéticas, anticancerigenas e antiinflamatorias que podem ser adicionados a estes
biocimentos nos vazios decorrentes de sua microporosidade), que oferecem uma

série de vantagens tais como (Dos Santos, 2002):
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e Nao é necessario dar forma ao preenchimento;
e Cavidade minima do preenchimento;
e O cimento é preparado durante o ato cirargico;
e Excelente aderéncia entre 0sso e implante;
e O material é biocompativel e bioativo.
A Figura 2.6 apresenta um esquema da atividade (bioatividade) de um

biocimento em um osso defeituoso.

Material Tecido Osseo Adsor¢ciao de moléculas

\\\\\\\\\\\\\\\\\\

Figura 2.6 — Sequéncia de reacdes na interface do tecido ésseo com o biomaterial (Orefice,
2006).

De acordo com a Figura 2.6, essa representa¢cdo esquematica da bioatividade
de um biocimento quando aplicado na reconstituicdo de um tecido 6sseo ocorre da
seguinte maneira: (A) preenchimento da cavidade defeituosoa, (B) a adsorcédo das
moléculas e a ligacdo interfacial do biomaterial com o tecido 6sseo dohospedeiro, (C)
a interacdo de osseoinducéo e de osseointegracdo do biomaterial com o tecido 6sseo
hospedeiro resultando na neoformacéo 0ssea, (D) finalmente a formagdo do novo
tecido 6sseo e a sua cicatrizagdo no tecido implantado (Camargo, 2003; Orefice et.
al., 2006).

2.8.2 — Materiais Fosfocalcio

Os materiais fosfocalcio sdo empregados em biomateriais visando a sua

utilizacdo como substitutos ou indutores de crescimento do tecido 6sseo (Bilotte, 2000;
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Dorozhkin, 2009). Para caracterizar um fosfato de célcio os parametros mais
importantes séo: razdo Ca/P, basicidade/acidez e solubilidade. Esses parametros
estéo fortemente relacionados com o pH da solucéo, pois quanto menor a razédo Ca/P,
maior sera a acidez e a solubilidade em agua do fosfato de célcio. Compostos mais
acidos tém maior solubilidade, como o fosfato monocalcico mono hidratado. Por outro
lado, os compostos basicos, como as apatitas, sdo menos soluveis (Dorozhkin, 2009).

A cristalizacdo dos fosfatos de calcio € muito dependente da razédo existente
entre os teores dos elementos célcio (Ca) e fosforo (P), assim como do meio de
sinterizacdo (presenca ou ndo de 4gua), quantidade de impurezas presentes e da
temperatura (Lakes, 2000; Park, 2008).

A familia dos fosfatos de calcio comporta numerosas composicées de outros
compostos, onde é possivel distinguir os fosfatos de célcio pela razdo Ca/P, conforme
ilustrado na Tabela 2.2.

Tabela 2.2 - Tipos de fosfatos de calcio e suas principais caracteristicas (Dorozhkin,
2009, apud Caliman, 2011).

Fosfatos de Célcio Formula Quimica Solubilidade a pH de
Razao Ca/P 25°C, g/L estabilidade a
25°C
0,5 Fosfato mono célcico | Ca (H2PO4)2. H20 ~18 0,0-2,0
monohidratado
0,5 Fosfato mono célcico | Ca (H2POa)2 ~17 [c]
anidro
1,0 Fosfato dicalcico de | Ca2P207. 2H20 ~ 0, 088 2,0-6,0
hidratado
1,0 Fosfato dicalcico anidro CaxP207 ~ 0, 048 [c]
1,33 Fosfato octacélcico CasgH2(P0O4)s.H20 ~0.0081 55-7,0
1,5 a-Fosfato Tri célcico a-Casz(POa4)2 ~ 0,0025 [a]
15 - Fosfato Tri célcico B-Ca3(P0Oa4)2 ~ 0.0005 [a]
1,2-2.2 Fosfato de calcio amorfo | CaxHy(PO4)z. nH:20, | [b] ~5-12[d]
n=3-4,5; 15-20% H20
1,67 Hidroxiapatita Cai0(PO4)s(OH)2 ~ 0,0003 95-12
1,67 Fluorapatita Ca10(POa4)sF2 ~ 0,0002 7-12
2,0 Fosfato tetracélcico CasO(PO4)2 ~ 0,0007 [a]

[a] Esses compostos ndao podem ser precipitados a partir de uma solugao aquosa.

bl Nao pode ser medido precisamente.

[c] Estdvel a temperaturas acima de 100°C; [d] Sempre meta estavel.

2.9 — A lmportancia do Fosfato de Calcio

O interesse pelo fosfato de célcio é grande, devido a sua ocorréncia natural no
corpo humano (ocorréncia biolégica), tendo como exemplos o esmalte dos dentes, na

dentina, na cementacdo, Nnos 0SSOS e em ocorréncias patolégicas, como calculos
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dentarios e renais, cristais salivares e calcificacbes em geral. Estas ocorréncias
naturais no corpo humano e a biocompatibilidade do materiais a base de fosfato de
calcio, os tornam extremamente importantes para seu interesse em aplicacdes
biomédicas (Mendes Filho, 2006).

Os fosfatos de calcio mais importantes para os sistemas biolégicos e suas
ocorréncias sao apresentados na Tabela 2.3.

Tabela 2.3 - Fosfatos de calcio em sistemas biolégicos (Legeros, 1991 apud Vaz,

2007).

Fosfatos de calcio Férmula Quimica Razao Ca/P Ocorréncia

Hidroxiapatita, Caiwo(P0O4)6X2 Onde: | 1,67 Esmalte, dentina,

fluorapatita, X=0OH, F, CI 0sso, rochas, célculo

cloroapatita renal, calcificacdes
em tecido mole

Fosfato octacélcio, | CasH2(POa4)s.5H20 1,33 Célculo dental e

OoCP renal

Brushitas, CaHPO4.2H20 1,00 Tartaro, 0SS0S

a) Fosfato dicélcico | CaHPO4 decompostos

diidratado

b) Fosfato dicalcico

anidro

Whitlockita, (Ca,Mg)9(POa4)s 1,50 Célculo renal e

a) Fosfato tricélcico, tartaro, pedras
salivarias, céries em

B-TCP dentina, cartilagem

b) Fosfato tri calcico artritica,

modificado Mg, Mg- calcificacbes em

TCP tecido mole

Pirofosfato de calcio | Ca2P207.2H20 1,00 Pseudo depdsitos no

di-hidratado fluido sinovial (fluido
lubrificante que reduz
o atrito e facilita o
movimento das
articulacdes).

2.9.1 — Principais tipos de Fosfato de Célcio de interesse bioldgico

Segundo Driessens et al (1997), os diferentes tipos de fosfatos de calcio
existentes sdo identificados de acordo com a quantidade de fosfatos de calcio
precipitados conforme o sistema ternario Ca(OH)2-HsPOas-H20.

A seguir sdo apresentados o0s principais tipos de fosfatos de calcio mais

utilizados na biomedicina na realizacao de substituicdo 6ssea.
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2.9.1.1 — Biocimento de Hidroxiapatita (Hap)

Este tipo de biocimento foi desenvolvido por Brown e Chow em meados da
década de 1980 (Brown e Chow, 1985).

De acordo com LeGeros e LeGereos (1993) e Hench e Wilsson (1993), o termo
apatita compde uma familia de compostos que possuem uma estrutura similar entre
si, mas ndo sdo necessariamente uma composicao idéntica. A Hap € um composto
com composicdo e estrutura cristalina definida. Sua estrutura € hexagonal com os
grupos Ca, PO4 e OH distribuidos em sua cela unitéria. Estes grupos podem sofrer
substituicdes dentro da sua estrutura mudando assim suas propriedades, morfologia
e solubilidade, mas sem mudancas significantes em sua simetria hexagonal.

Destaca-se entre as apatitas pela sua excelente biocompatibilidade a
Hidroxiapatita (Cas(PQOa4)3(OH)), que pode ser escrita também como Caio(POa4)s(OH)2
com duas moléculas por célula unitaria. Ela € um composto de composicao,
estequiometria e cristalografia definida. Apresenta razdo Ca/P de 1,67, € estavel em
meio neutro e alcalino, e é também o componente inorganico majoritario de 0ssos e
dentes humanos (Volkmer, 2006).

A Hap quimicamente pura cristaliza com uma estrutura monoclinica. Porém,
guando colocada em temperatura superior a 250°C, existe uma transicdo de fase
monoclinica para a fase hexagonal. Certas impurezas como substituicdes parciais de
hidroxilas por fluoretos ou cloretos, estabilizam a estrutura hexagonal da Hap em
temperatura ambiente. Por este motivo, a Hap é raramente a fase estequiométrica e
sO alguns cristais de Hap natural sempre exibem o grupo espacial hexagonal. A
estrutura Hexagonal da Hap € a mais comum para aplicacdes biomédicas (Dorozhkin,
2006). Em sua cela unitaria identificamos os grupos Ca, POs e OH que estdo
empacotados em um arranjo como mostrado na Figura 2.7 (Kay et al., 1964 apud

Mavropoulos, 1999).
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Figura 2.7 - Estrutura atdmica da Hidroxiapatita — célula unitaria (Kay et al, 1964 apud
Mavropoulos, 1999).

A hidroxiapatita € o mineral com maior semelhanca quimica em relagdo ao
0sso humano, embora apresente propriedades mecanicas inferiores e fortemente
afetadas pela estrutura (razéo Ca: P) e pelo processo de fabricagéo (Billotte, 2000).
Apods 4 a 8 semanas de implante de um bloco poroso de hidroxiapatita € possivel
perceber crescimento de tecido 6sseo lamelar para dentro do implante, devido a
tamanha biocompatibilidade deste material com o tecido 6sseo.

A hidroxiapatita € comercializada sob diversas formas, inclusive da maneira
como é encontrada na natureza (Hidroxiapatita de Coral). Este mineral geralmente é
osteo-condutor, ou seja, implantes de hidroxiapatita suportam o crescimento e a
formacao 6ssea em seu interior, mas nao € um osteo-indutor que acelere o processo
de formacao de novo tecido (Conz, 2005). Pelas suas semelhancas quimicas com a
parte mineral dos 0ssos e dentes, a Hap € o biomaterial amplamente utilizado como
recobrimentos em implantes ortopédicos e dentarios devido a sua excelente
biocompatibilidade, onde as particulas de Hap podem ser implantadas, pela
semelhanca existente com a apatita biolégica. A Hap tem sido utilizada também como
sistemas de liberacdo de farmacos (Dorozhkin, 2006).
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2.9.1.2 - Biocimento de Fosfato de Calcio Amorfo (ACP)

Mesmo parecendo ndo existir em quantidade detectavel nos tecidos 0sseos
dos vertebrados, o ACP é encontrado em sistemas biolégicos como composicéo de
calculos dentarios e urinarios. Apresenta interesse como biomaterial, por ocorrer uma
fase intermediaria durante a formagéo de fosfatos de calcio no meio biologico e em
sistemas aquosos (Julien, 2007).

Sua formula quimica é Cas(POas)2. nH20 com n variando de 3 a 4,5. E
encontrado como uma fase de transicdo na formacdo de ortofosfato de célcio em
sistema aquoso. Normalmente o ACP é a primeira fase que precipita da solucao
supersaturada preparada por uma rapida mistura de solu¢des que contenham ions de
calcio e ortofosfato. Devido a sua menor energia superficial quando comparado com
o OCP (fosfato octacalcio) e apatitas, acredita-se que o ACP seja formado no inicio
da precipitacdo. O percentual da fase amorfa do ACP aumenta conforme aumenta a
concentracdo na solucéo de Ca+ e PO43, assim como com o pH da solucéo para uma
menor temperatura de cristalizagdo (Dorozhkin, 2009).

Biologicamente, normalmente o ACP contendo ions de Na+, Mg+, carbonato e
pirofosfato € encontrado em calcificacdes patogénicas em tecidos moles (calcificacbes
de véalvulas do coracdo em pacientes). Na medicina, o ACP puro é usado em cimentos
de ortofosfato de célcio e como material de enchimento na odontologia. Os compadsitos
bioativos de ACP com polimeros tém propriedades desejadas para ser usado em
odontologia e cirurgia, pela sua razoavel solubilidade e pH fisiolégico em solucbes
aquosas (Dorozhkin, 2009).

As andlises por microscopia eletrénica de transmissao tém mostrado que o
ACP é formado por uma aglomeracgao de pequenas particulas esféricas amorfas com
diametros de 20 a 120 nm (kin, 2005). Existe a possibilidade de que o ACP apresente
uma estrutura semelhante a da HA, porém como os cristais sdo muito pequenos esta
fase aparece como amorfa. Alguns autores (Kin, 2005) descrevem a ocorréncia de
dois tipos de ACP, classificados de ACP1 e ACP2, que apresentam a mesma
composicdo quimica e diferenciam-se apenas em morfologia. As caracteristicas
morfolégicas para estes compostos sdo, respectivamente, grdos esféricos e

morfologia flocular, como apresentadas na Figura 2.8 (Kin, 2005).
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(b)
Figura 2.8 - Morfologias caracteristicas do ACP1 (a) e ACP2 (b) (Guastaldi, 2010).

O entendimento sobre a estrutura cristalina do ACP é problematico pelo fato
de que todos os compostos amorfos serem caracterizados pela falta de ordem ao
longo alcance. Em relacdo a ordem de curto alcance, esta também é uma incerteza,
pois dependem das condi¢cfes de preparacdo, armazenamento, etc. O ACP contém
de 10 a 20 % em massa de agua presente como uma ligacao forte, a qual € removida
com secagem a vacuo em elevadas temperaturas (Dorozhkin, 2009).

Por outro lado, foi proposto que a unidade estrutural basica do ACP € um
cluster de ions com composicdo Cas(POa4)s, de formato esférico e didmetro de 9,5 A
(Figura 2.9). Estes clusters foram encontrados experimentalmente como os primeiros
ndcleos durante a precipitacdo de Hap e um modelo foi desenvolvido para descrever
a cristalizacao de Hap, que acontece pela unido destes clusters (Dorozhkin, 2009).

Assim, com base no método de distribuicao radial de raios-X é proposto que o
ACP é formado por clusters esféricos de aproximadamente 9,5A ou 0,95nm de
didmetro, com uma composicao de Cao(POa)s, denominados clusters de Posner, com
moléculas de agua nos intersticios (Guastaldi; Herrera, 2010).



26

CaelPO4l;
Patticula de ACP Cluster

Clusters embalados
alestariamente para
formar particulas de ACP

Figura 2.9 - Modelo da estrutura do fosfato de calcio amorfo (ACP) (Posner, 1980).

Segundo Guastaldi e Herrera (2010), as principais propriedades apresentadas pelo
ACP séo:

- possibilidade de substituicbes catibnicas e anidnicas: possui caracteristica
semelhante a HA, entretanto com menor nimero de possibilidades de substitui¢des,
apenas incluindo os ions Mg2+ como substituintes do Cax+ e CO3%- e F- como
substituintes do PO43;

- habilidade de transformacéo a outros fosfatos de calcio: o ACP ocorre como uma
fase metaestavel nos estagios iniciais da formacéo de fosfatos de calcio & partir de
solucdes aquosas supersaturadas, em pH neutro ou alcalino e, também, durante a
mineralizacao dos tecidos vivos. Pode-se converter diretamente a HA ou tendo como
fases intermediarias fosfato octacalcico (OCP) e ainda HA deficiente em calcio;

- solubilidade: o ACP tem maior solubilidade em comparagdo a HA, que é uma
caracteristica importante para a sua utilizagcdo como biomaterial, conferindo a este
material maior velocidade de degradacdo no meio biolégico. A velocidade de
degradacdo de um material esta inteiramente relacionada a osteocondutividade, que
desempenha um papel importante na fixacdo de implantes com o tecido 0sseo.
Materiais solUveis possibilitam a troca de ions Caz+ e PO43- com o meio biolégico,

facilitando o crescimento 6sseo.
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2.9.1.3 - Biocimento de Pirofosfato de célcio

A maioria dos fosfatos de célcio esta presente in vivo na forma de ortofosfato
de célcio, com excecao do pirofosfato de calcio (Ca2P207). Os ortofosfato de célcio
sdo sais constituidos de acido fosforico tribasico (HsPOa4). Estes sdo capazes de
formar compostos com ions HPO4? e ou PO43. Estes fosfatos estdo presentes
biologicamente como os ions mais importantes presentes na fase mineral de 0ssos,
dentes e também em calcificagbes patologicas (Elliot, 1994; Silva, 2006).

Considerado um fosfato polimérico ou condensado, o pirofosfato de célcio
(CPP) é obtido da condensacdo e polimerizacdo dos grupos funcionais PO43
(Kanazawa,1989).

O pirofosfato de célcio € considerado o menor polifosfato linear utilizado como
material de enxerto e ou substituicdo dssea. As suas aplicacdes dependem também
do grau de reabsorcao (lento ou rapido) e resisténcia mecéanica. O pirofosfato de calcio
€ muito utilizado em aplicacdes dentarias devido a sua semelhanca com 0s compostos
inorganicos dos ossos da mandibula e dentes, sendo utilizados para revestimento de
superficies de implantes dentais, reparacdo de defeitos periodontais, elevadores de
sinusite, fusdo da coluna (Sonal et al., 2009).

O CPP encontra-se sobre trés formas polimorficas: a, B e v CPP, sendo
metaestaveis a temperatura ambiente e formam-se apds aquecimento térmico
progressivo (Sonal et al., 2009). O CPP apresenta alta cristalinidade e particulas
aglomeradas devido a tensdo superficial da dgua. As particulas aglomeradas séo
responsaveis pelos defeitos estruturais e empacotamento que ocorrem nos corpos
ceramicos (Nunes et al., 2001; Kawachi, 1997).

A Figura 2.10 (I) e (Il), mostram a aplicacdo do biomaterial para implante
dentario, esse tipo de enxerto é realizado quando a espessura 6ssea é pequena. Ja a
figura 2.10 (Ill) mostra a completa cimentagéo ocorrida pela regeneracao 0ssea. Estes
biomateriais oferecem 6timos resultados em um pequeno espaco de tempo e rapida

recuperagao no pos — operatorio (Mob, 2015; Nunes, 2015).
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Figura 2.10 — Aplicagéo do biomaterial em implante dentério (Mob, 2015; Nunes, 2015).

2.9.1.4 — Biocimento de fosfato tricalcio

O biocimento de fosfato tricalcio € um biomaterial para implante de grande
importancia na area da clinica médica e odontoldgica, devido a sua caracteristica de
ser bioabsorvivel. Apresenta formula quimica Casz(POa)2, razdo molar de Ca/P igual a
1,5, contendo em sua massa cerca de 20% de fosforo e 39% de célcio. Possui trés
fases polimorficas: uma romboédrica, estavel em temperaturas elevadas até 1180°C
denominada de fase beta (B-TCP), uma fase monoclinica estavel em temperaturas
entre 1180°C a 1430°C denominada de fase alfa (o — TCP) e uma fase de alta
temperatura acima de 1430°C chamada de super alfa ou alfa’ (o’ — TCP) (Billotte,
2000; Elliot, 1994; Lakes, 2000; Ryu et al., 2002).
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Este biocimento é utilizado com sucesso no preenchimento de defeitos e
extensdo de contorno do tecido 6sseo, bem como em sistema de liberagdo controlada
de farmacos (Billotte, 2000; Elliot, 1994; Lakes, 2000; Ryu et al., 2002).

A importancia dos TCP se deve ao fato de ser precursores bem sucedidos na
sintese de Hap e, também, por ser usado em misturas bioativas de estimulo do
crescimento 6sseo (Kwon et al., 2003). As duas formas mais utilizadas de TCP sao as

fases alfa e beta.

2.9.1.4.1 — Os biocimentos de a-trifosfato de calcio

Este tipo de biocimento apresenta férmula quimica a-Caz(POa)2, e é preparado
a partir do B-TCP quando este € aquecido acima de 1125°C. Por ser menos estavel
que o B-TCP se torna mais reativo em sistemas aquosos, possui maior energia
especifica e pode ser hidrolisado a uma mistura de outros fosfatos de célcio
(Dorozhkin, 2009).

Assim como o B-TCP, o o-TCP na sua forma pura nunca ocorre em
calcificacbes biologicas, porém nas aplicacdes biomédicas € usado em cimentos de
fosfato de célcio. Apresenta uma desvantagem por possuir uma rapida velocidade de
absorcao limitando assim sua aplicacdo nessa area. Se for estabilizado com silicio
(um composto bifasico estabilizado com HAp) tem sido comercializado como matéria-
prima para a producdo de scaffolds de ceramica porosa bioabsorvivel (Dorozhkin,
2009).

2.9.1.4.2 - Os biocimentos de B-trifosfato de célcio

O B-trifosfato de calcio é a fase que tem despertado um interesse maior para a
utilizagdo em implantes bioceramicos. Este fato ocorre porque entre as trés fases esta
€ a que possui melhor estabilidade quimica, resisténcia mecanica e taxa de

bioabsor¢cdo mais adequada para este tipo de aplicacéo (Elliot, 1994; Ryu et al., 2002).

Sua férmula quimica é [B-Cas(POa4)2]. Esta fase sé pode ser preparada em
temperaturas elevadas superiores a 800°C pela decomposi¢do térmica da Hap
deficiente de calcio ou pela reacdo em estado solido de fosfatos de calcio acidos com

uma base. Além das reacdes de preparacao quimica, o B-TCP substituido ionicamente
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pode ser preparado pela calcinagao de ossos: este tipo de 3-TCP é ocasionalmente

chamado de “cinza de osso” (Dorozhkin, 2009).

O B-TCP em temperatura superiores a 1125°C se transforma na fase a— TCP.
Embora apresente a mesma composi¢do quimica, eles se diferem em sua estrutura
cristalina e solubilidade, onde o B-TCP € menos soluvel em agua que o0 a—TCP, porém
€ mais estavel e ndo pode ser precipitado em solu¢gdes aquosas (Dorozhkin, 2009).
Assim sendo, a estrutura ideal de um B-TCP contém vacéncias estruturais de calcio
gue sao pequenas demais para acomodar os ions de célcio, mas que, possibilitam a
inclusédo de ions de magnésio estabilizando assim a estrutura (Dorozhkin, 2009).

Sua forma pura ndo ocorre em calcificagdes biolégicas, mas somente na forma
com substituicdes de Mg (B- (Ca, Mg)3(POa4)2) que é encontrada em pedras urinarias,
caries dentais, cartilagem artritica, assim como em alguns depésitos de tecidos moles
(Dorozhkin, 2009).

Em aplicacbes biomédicas é o que tém maior interesse porque o B-TCP pode
ser usado em cimentos de ortofosfato de calcio, e se usado em combina¢éo com a
Hap o B-TCP forma um fosfato de calcio bifasico (BCP). Tanto o BCP quanto o B-TCP
sdo amplamente utilizados em aplicacdes bioceramicas para a substituicdo 6ssea
(Dorozhkin, 2009). O Quadro 2.1 apresenta as propriedades caracteristicas em
relacdo ao B-TCP e do a-TCP.

Quadro 2.1 — Propriedades caracteristicas do a e B-TCP (adaptado Dorozhkin,
20009).

Sistema | Substituicoes | Bioatividade | Osteocondutividade | Biodegradagao
catidnicas
- Romboedrica Pouca Menor Mesma Habilidade Maior
TCP
p - Monaclinico | CaporMg Maior Mesma Habilidade Menor
TCP
o' - Romboédrica Pouca Menor Menor Habilidade Menor
TCP
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2.10 - Aplicagao de residuo de casca de ovo na sintese de biocimento

nanoestruturado.

A utilizacédo do residuo de casca de ovo de galinha na sintese de biocimento
microestruturado tem sido alvo crescente de pesquisas no mundo. Tais pesquisas
visam valorizar o residuo de casca de ovo como também otimizar e produzir um
biocimento de qualidade e resolver o problema de impacto ambiental deste residuo
(Ahmed e Ahsan, 2008; Oliveira et al., 2009; Nayar e Guha, 2009; Sanosh et al., 2009;
Gomes, et al., 2012).

Gomes et al., (2012) sintetizou e caracterizou o fosfato de calcio a partir da
casca de ovo galinaceo, explorando varias rotas quimicas para a conversdo das
cascas de ovo de galinha, uma rica fonte em CaCOs, em fosfato de célcio inorganico,
como o beta tricalcio fosfato (&-Cas(POa)2) e hidroxiapatita (Caio(PO4)s(OH)2) para a
utilizacdo como substitutos dsseos.

Os sais inorgéanicos produzidos, a partir do ataque acido, utilizando HCI, HNOs3
e HsPOa4, foram convertidos em derivados de fosfato de calcio, através de uma
segunda etapa reacional. Os materiais obtidos foram aquecidos em forno elétrico por
2 h a900 °C. Nas amostras resultantes de cada tipo de ataque acido, foram realizadas
andlise por difracdo de raios X, o que apresentou misturas de diferentes fases de
fosfatos de calcio e também a obtencdo de &4-Cas(POa4)2 como fase Unica, de acordo
com a rota e procedimentos de sintese adotados.

Gomes et al., (2012) utilizando rota por via tmida com a adi¢do de ataque de
HNOs e NazHPO4 sobre a casca de ovo, sintetizaram a producédo de uma Unica fase
de fosfato de célcio no material obtido (3-TCP). A Figura 2.11 mostra o difratograma
de raios-X deste material, onde apresenta a fase Unica resultante do processo
descrito. Conforme j& foi citado anteriormente, este material tem apresentado ampla
importancia para a sua aplicagéo na biomedicina como substituto 6sseo, e € o material

objeto deste trabalho de mestrado.
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Figura 2.11 - DRX do material obtido a partir da rota que usa HNOs; e Na;HPO, como
reagentes. Todos os picos de difracdo presentes pertencem a fase B-TCP.

Segundo Gomes et al. (2012), a investigacdo de rotas quimicas para a
obtencdo de fosfatos de célcio a partir da casca de ovo de galinha mostrou que a
viabilidade para a obtencdo dos diferentes tipos de fosfatos pode ser atribuida aos
parametros reacionais como: tipo de reagentes, temperatura, pH do meio, tempo de
reacdo e precipitacdo. Onde do ponto de vista de processo para a sintese de
biomateriais, a rota com ataque de HNOs e Na2HPO4 foi a mais adequada, pois
permite a produgédo de uma fase unica de fosfato de calcio no meio (B-TCP).

Pesquisas feitas por Oliveira, et al. (2009), utilizando rota por via Umida
realizando a calcinacdo da casca de ovo de galinha, obtendo o CaO e em seguida
utilizando o H3POs, sintetizaram um biocimento de fosfato de céalcio (Hidroxiapatia),
que tem sido também um biomaterial de grande importancia para aplicacbes
biomédicas.

De acordo com Oliveira, et al. (2009), o po da casca de ovo de galinha passam
por dois estagios de tratamentos térmicos, 0 primeiro estagio o po € submetido a 450
°C por duas horas, este, € resfriado a temperatura ambiente e sofre 0 segundo estagio
de tratamento térmico, onde o p6 € submetido a 900°C por duas horas, resultando no
oxido de célcio (CaO). Foi acrescentado neste 6xido de célcio, acido fosforico (HsPOa)
sob agitacdo, em seguida foi filtrado com agua. O poé resultante desta filtracao foi
aguecido a 1050°C por 3 horas, e em seguida o material foi filtrado com solucao de
HsPO4, depois filtrado novamente com agua, e finalmente, o poO resultante
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(hidroxiapatita) é seco em estufa. A Figura 2.12 mostra as etapas para a obtencao da

hidroxiapatita seguida por Oliveira, et al (2009).

Casca de ovo
galindceo

0,1% perdas l
4502C 2H +
Tratamento térmico
105,85t 2 estagios 5002CC 2h
01,54t
ﬁn\guﬂ —_— . H pD4 -—
81,32t aglta-;ac

l

aguecimento
10502C/3h
filttracdo | ———» Sclugﬁi de HsPO,

Filtragdo
agua
l tratgm ento

882,64t [ hidroxiapatita ]

Figura 2.12 — Fluxograma do processo para a obtencdo da Hidroxiapatita, seguida por

Oliveira, et al. (2009).

Resultados obtidos no trabalho de Oliveira et al. (2009), mostraram proposicdes
para possiveis utilizacbes da casca de ovo de galinha, sendo necessaria a realizagéo
de mais estudos e ensaios laboratoriais para a confirmagcdo de rendimento e

procedimentos, bem como estudos sobre a viabilidade econémica da implantacao das
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propostas apresentadas, uma vez que seu beneficiamento econémico é de alto custo
devido aos processos de tratamento térmicos.

Comprando os dois trabalhos de Gomes e Oliveira, ficou evidente que a
utilizacdo da rota por via umida com a adicdo de HNOs e Na:HPOa4 obtém-se
biocimento (B-TCP) de forma economicamente mais barata. Isto é importante devido
eliminar uma etapa de calcinagéo da casca de ovo com alto consumo de energia.

Com base no exposto anteriormente, fica evidente que ha necessidade de mais
pesquisas na sintese do biocimento 3-TCP e do 3 - CPP obtido a partir da casca de
0vOo, uma vez que os objetivos dos trabalhos apresentados, ndo abordaram da mesma
forma os aspectos que o tema propicia, e, ndo fizeram mais testes de identificagcdo no
biocimento. Portanto pretende-se neste presente trabalho além de sintetizar o
biocimento de B-TCP e B - CPP, identificar ainda sua morfologia e bioequivaléncia.
Espera-se com este estudo através dos resultados dos dados obtidos que, este
material possa ser utilizado como um diferencial de melhor qualidade na fabricacao

deste produto, além de diminuir o impacto ambiental.
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CAPITULO 3 - MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo descritos os materiais e métodos utlizados nesta

dissertacdo de mestrado. O fluxograma esquematico representado na Figura 3.1

descreve as etapas do procedimento experimental envolvidas na sintese do

biocimento a partir do residuo de casca de ovo galinaceo.

Molho na agua corrente

Casca de Ovo de Galinha

e retirada da pelicula.

Secagem -

estufa

-

Obtencédo do pd da COG por

trituragao e por peneiragao

r Caracterizagdo

- Quimica

- DRX

Sintese — Via Umida;

Reagentes (HNO3 e NazHPO,).

- Granulométrica

Formac&o precipitado ﬁ Tratamento Térmico

Obtencgado do

biocimento

]

Caracterizagao

- Quimica
-Granulometria

- DRX

l

- Anadlises Térmicas
- Espc. Inf. Verm./FTIR
- MEV/EDS

- Teste de Citotoxicidade

Figura 3.1 - Fluxograma das etapas envolvidas no procedimento experimental.
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3.1 — Matérias—Primas

As matérias—primas utilizadas foram o residuo de casca de ovo galinaceo
(RCOG) e os reagentes quimicos tais como: HNOs (acido nitrico) 65% PA da marca
VETEC e NazHPO4 (fosfato dissodico) 99% da Sigma-Aldrich.

3.1.1 - Obtencédo do RCOG

A casca de ovo galinaceo utilizado neste trabalho foi coletada em
estabelecimentos alimenticios localizados na cidade de Campos dos Goytacazes-RJ.
Inicialmente, o0 RCOG foi submetido a um processamento de beneficiamento, ficando
de molho em &gua potavel por uma hora, decorrido esse tempo foi retirada sua

pelicula interna conforme é mostrado na Figura 3.2. Em seguida foi submetido a

secagem em estufa a 100°C por 24 h. Ao término da secagem, a casca de ovo

galinaceo foi triturada no processador da marca Arno e em seguida peneirado para <
150 mesh (< 106 um ASTM).

Figura 3.2 — Processo de beneficiamento da COG (1- molho em &gua corrente; 2 — retirada

da pelicula interna; 3 — COG sem pelicula).

O p6 da casca de ovo resultante do processo de peneiramento foi armazenado
em um frasco de vidro, sendo o material de partida para sintese do biocimento de
fosfato de calcio.

3.2 - Caracterizacdo do Residuo de Casca de Ovo (RCOG)

3.2.1 - Composic¢do quimica
A analise quimica da amostra de RCOG obtida foi realizada por fluorescéncia
de raios-X no equipamento Shimadzu, modelo EDX 700, acoplado a um computador

para o processamento de dados. O objetivo principal é identificar e quantificar as
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concentractes dos elementos de calcio e fosforo. A perda ao fogo foi determinada
utilizando-se uma taxa de aquecimento de 10°C/min até atingir a temperatura de 1000
oC:

PF = Ms—Mc x 100
Ms Equacéo (1)

Onde:
PF — perda ao fogo;
Ms — massa da amostra seca a 110°C;

Mc — massa da amostra calcinada a 1000°C por 2 horas.

3.2.2 - Anélise Granulométrica

A analise da distribuicdo de tamanho de particulas da COG foi determinada
atravées de procedimentos de acordo com a NBR 7181 (ABNT,1984) via peneiramento
e sedimentacdo. Com o objetivo de determinar os tamanhos das particulas ou gréos
gue compdem o RCOG utilizados, bem como suas fracdes presentes conforme o

tamanho dos graos.

3.2.3 - Caracterizacao cristalina por difracdo de raios X

A andlise por difracdo de raios X (DRX) foi realizada utilizando radiacao
monocromatica de Cu-Ka a velocidade de 1,5° (26) por minuto, em um difratbmetro
convencional (Shimadzu, XRD 7000). As fases cristalinas foram identificadas por
comparacao entre as intensidades e as posi¢cdes dos picos de Bragg com aqueles das
fichas padréo ICDD (Internacional Center for Diffraction data) - PDF da calcita (PDF
Card n°.: 00-005-0586).

3.3 — Sintese do biocimento
Para a sintese do biocimento mais especificamente o 3-Pirofosfato de calcio, o
meétodo escolhido foi o de precipitacao por via imida (Gomes, 2012), através de uma

reacdo acido/base conforme as equacoes:

CaCOs + 2HNOs (aq) — Ca(NOs3)2 (aq) + CO2(g) + H20
3Ca(NOs3)2 (aq) + 2Na2HPO4 — Cas(POa4)2 + NO + Na2H
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Os reagentes comerciais utilizados foram HNO3 e Na2HPOa. Ainda, foi usada
solucdo de Ca(NO3)2 preparada a partir do uso de HNO3 1M com o p6 de RCOG.
Foram feitos calculos para determinar a quantidade de matéria-prima do p6 de COG
e a quantidade de reagentes a serem utilizados, a partir do balango estequiométrico
da reagdo do CaCOszcom o HNO3 1M como é mostrado no balango estequiométrico a
seqguir:

v' Para se ter a solucao de Ca(NO3s):2 foi feito o balanco da reacdo do CaCOs

presente na casca de ovo galinaceo com a solucéo de HNOs.

1CaCOs3 + 2HNOs (aq) — Ca(NO3)2 (aq) + CO2(g) + H20

Para os célculos feitos a partir deste equilibrio, utilizou-se 97,27g de CaCOs.

v' Para a quantidade da solucdo de Ca(NOs)2 e Na2HPO4 a serem utilizados,
foram feitos também os calculos a partir do balanco estequiométrico da reacao

mostrada a sequir:

e Ca(NO3)2+ Na2HPO4  — Ca3(P0Oa4)2 + NO + NazH

De acordo com a literatura (Gomes, 2012) foi utilizado 19,04g de solucéo
Na2HPO4 1M. Assim, utilizou-se essa mesma quantidade devido a confirmacdo dos
calculos feitos para determinar a massa de Ca(NOs)2 que reagem com 19,04g de
Na,HPOa4 1M, resultando em 22g de Ca(NOs3)2.

Confirmada a quantidade de gramas de Na2HPO4 que reagem com as 22g de
Ca(NOs)2. A reacdo quimica do Ca(NOs)2 com o Na2HPOs seguiu a relacéo
estequiométrica 1:1; assim sendo, conforme a massa molar de cada composto, para
cada 22g de Ca(NO3)2sdo necessarios 19,04g de Na2HPOa.

Posteriormente, foi preparada a solu¢cdo de 500mL HNO3 1M, para 500mL de
solucdo de HNOs, precisou de 32,31mL de solucdo de HNOs a 65% P.A.
acrescentados em 467,69mL de agua destilada.

A sintese do biocimento seguiu rota conforme mostrado na Figura 3.3.
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2579 de pd 500l de HNO3 1M
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Figura 3.3 — Rota de sintese do biocimento (Gomes, 2012).

Pesou-se 25,70g do p6é de COG em uma balanca analitica da marca Quimis,
modelo BG 2000, em um vidro de reldgio. Em seguida o béquer contendo 500mL de
solucdo de HNOs 1M preparada, foi colocado em um agitador magnético da marca
Fisatom, modelo 752. Foi acrescentado lentamente sob agitacdo constante o p6 da
COG a solugédo de HNOs 1M. Essa reacao foi mantida sob agitagdo constante por 2
horas para a completa digestdo quimica do p6 da COG.

A Figura 3.4 mostra as etapas de digestdo quimica da COG com o HNO3 1M.

Figura 3.4 — Processo de digestdo da COG na solu¢do de HNOz; (em 1 -HNOs puro; em 2,3 e
4 — adicdo de COG e finalmente em 5 — completa digestdo da COG na solugéo).
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O p6 da COG apds reagir com o HNO3, teve um rendimento tedrico de 41g de
Ca(NO3)2. Porém de acordo com a massa molar de cada composto presente, para
cada 22g de Ca(NOs3)2 sdo necessarios 19,04g de Naz:HPOa4. Logo, necessitou de
268,29mL da solucdo de Ca(NOs)2 para que ocorra esta reacado quimica na relacao
estequiométrica 1:1, conforme foi mostrado em calculos acima.

Em um béquer contendo 268,29mL da solucao preparada de Ca(NOs)z, foram
adicionados lentamente gota a gota por titulacdo os 19,04g de Na:HPO4 dissolvidos
em 314mL de agua destilada, conforme a massa molar do Na:HPO4 e a quantidade
utilizada da solucao de Ca(NO3)2.

Esta etapa do processo de sintese do material foi realizada no aparato

mostrado na Figura 3.5.

Suporte com haste Bureta
TermOmetro
digital
Béquer

Agitador magnético com

aquecimento

Figura 3.5 — Processo de Precipitacao por titulagdo de Na;HPO4

No béquer contendo a solucéo preparada de Ca(NOs3)2, a reacdo foi processada
sob agitacdo constante em um agitador magnético sob aquecimento de 50°C para a
obtencdo de um po6 branco. Esta reacdo por precipitacdo foi processada nestas
condic¢des por um periodo de 2 horas sem controle de pH. Apés este tempo, a solugéo
com o precipitado formado foi filtrada a vacuo e lavada com adgua destilada durante o
processo de filtragdo a vacuo.

Ao termino desta etapa, obteve-se uma massa branca que foi levada para
secagem a 100°C em estufa por um periodo de 24 horas para a retirada de umidade.
Ao término deste tempo, o material foi levado a um tratamento térmico a 900°C,
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partindo-se da temperatura ambiente e aquecendo-se 5°C/mim até atingir a
temperatura de 900°C, onde o material permaneceu na temperatura de patamar por 2
horas. Em seguida o forno foi resfriado até a temperatura ambiente que levou cerca
de 12 horas.

O material finalizado foi retirado do forno e pesado (9,63g de p6 branco). A
Figura 3.6 mostra o material obtido ap6s todo o processo de sintetizagao.

Figura 3.6 — Material de p6 branco obtido apds processo de sintetizacéo e tratamento

térmico.

3.3.1 - Sintese de outros biocimento nanoestruturado

Na tentativa de sintetizar outros biocimentos com 0S mesmos reagentes
utilizados anteriormente, foram preparadas solu¢cdes de HNO3s nas concentracdes de
10 -15 - 25 e 3M. Porém, em ambas foram acrescentadas 79,89 de CaCOs,
guantidade esta equivalente a 1,5M de Ca para 1M de Na2HPOa4 (19,049), resultando
numa relacdo estequiométrica de 1,5: 1,0 de Ca/P. Foi seguido a mesma técnica de
sintetizagdo utilizada para a sintese do biocimento f — CPP e o material obtido por
precipitacdo foi enviado para analise de DRX para identificagdo dos picos do
cristalinos identificando assim a amostra resultante destas diferentes concentracoes.

A Figura 3.7 (1) e (Il) mostra os pés obtidos nas diferentes concentragfes da
solugdo de HNOzde 1,0 e 1,5M.
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Figura 3.7 — Amostra de p0s obtidos nas concentragdes de solugédo de HNOs 1M (1) e 1,5M

(.

Jé a Figura 3.8 apresenta os p6s de biocimento formados nas concentragdes de
solucéo de HNOz de 2,5 e 3M.

Figura 3.8 - Amostra de p6s obtidos nas concentracdes de solugdo de HNO3 2,5M (1) e 3,0M

().

3.4 — Caracterizacdo do biocimento sintetizado

3.4.1 - Difracéo de raios x
A andlise por difracdo de raios x (DRX) foi realizada utilizando radiacdo
monocromatica de Cu-Ka com varredura passo a passo de 0,02° (26) por 5s de tempo

por acumulagdo, em um difratdmetro convencional (Rigaku modelo Ultima V),
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instalado no Laboratorio de Ciéncias Fisicas — LCFIS — UENF. As fases cristalinas
foram identificadas por comparacgao entre espacamentos interplanares caracteristicas
e intensidades correspondentes com aqueles contidos em fichas da colecéo de fichas
padrées de difracdo de raios X [ (ICDD-PDF-2 (B-CazP207 n°® 01-071-2123 e [3-
Cas(POa4)2 n° 00-009-0169)].

3.4.2 - Analise de tamanho de particula

A analise do tamanho de particulas do biocimento foi realizada pelo método
Gaussiano utilizando a Equacéo (2) que permite estimar o tamanho médio dos gréos
cristalinos, analisados juntamente com o pico principal da anélise de DRX da amostra.
Para essa andlise foi utilizando o programa Origin como mostrado na Figura 3.09. A
morfologia das particulas do biocimento foi observada via microscopia eletrénica de
varredura/EDS, utilizando-se um microscopio eletrdnico de varredura, marca
Shimadzu, modelo SSX-550, apés cobertura das particulas com uma fina camada de

ouro (metalizacéo) para quantificar a razdo molar de Ca/P.

D=k(MB.cosO) Equacéo (2) onde;

D= tamanho do cristaleto
k= fator de forma, constante usualmente 0,9
A = 1,5406A constante

B= € o alargamento do pico (hkl)

, ~ .
©= é o angulo de Bragg do pico (hkl) em graus.
1 Equation yiﬂ + (Afw sgrfFLZ)) ) sp -2 eed
MWL)
& 1 Z)
2400 Adj. R-Squam PERGEY 0,57081 0,9787
Walus Standard Ermor
2004 +1 teste biocimento tube ¥0 1522748 I7.08942
2000 4 —— Gauss Fit oftube tubs xo Z5,65T04 0.00315
—— Gauss Fit oftube tubs w 011255 0.0085T
= 1800 4 — Gauss Fit oftube tube A 281,89405 17,5884
g 1600 ] tubs sigms -D.-IJEJ_:N!‘S
o tubs FUVHM 0.133
o 1200 4 tubs Height 1551,16158
3 tubs w0 1522748 37 08542
b 1200 4 tubs xc 29,65704 0,00315
c w000 tube w 011256 0.0085T
% tube A 281,85405 17,5554
- 200 4 tubs sigmsa 0,05648
tube FUWHM 0.133
600 - tube Height 1551, 16158
a0 tube O 206,45118 75,3080
tube o 29, 89702 0.00312
200 - tube w 011179 0.00858
tube A 27782751 2556121
0 T T T T T tubs sigma 0.0555
294 288 % 298 0,0 e W FRETCE
(graus) . _ =
tubs Height 1581, 47405

Figura 3.09 — Método Gaussiano utilizando pico principal de DRX da amostra.
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3.4.3 — Anélise Térmica Gravimétrica

Esta analise serviu para elucidar as modificacbes na massa durante o
aquecimento. Foi realizada em um analisador térmico, STD 2960-TA Instruments,
disponivel na Unidade de Caracterizagcdo Térmica e Superficial de Materiais
LAMAV/CCT/UENF, utilizando-se uma taxa de aquecimento de 10°C/min até

aproximadamente 800°C em atmosfera de ar.

3.4.4 — Espectroscopia de Infravermelho pela Transformada de Fourier (FTIR)

A analise por FTIR foi realizada em um equipamento Spectrum 400 da Perkin
Elmer. Esta técnica foi usada para identificar as bandas caracteristicas dos grupos
funcionais presentes no material desenvolvido nesta pesquisa, adotando a faixa de
varredura de 4000 a 650cm™.

3.4.5 — Microscopia Eletronica de Varredura (MEV/EDS)

A analise morfolégica da amostra de fosfato de calcio foi realizada no
microscopio eletrénico de varredura Shimadzu, modelo SSX — 550, sendo que as
imagens foram geradas a partir de elétrons secundarios e elétrons retroespelhados,
com o auxilio de um espectrometro por dispersao de energia (EDS) acoplado ao MEV
para quantificar a razdo molar de Ca/P da amostra.

Foi realizada a microanalise de modo pontual e em linha, obtendo informacao
sobre a formacdo de novos compostos e a distribuicdo dos elementos quimicos
presentes através do mapeamento por raios X caracteristicos. Essa analise foi
realizada com o objetivo de verificar morfologia, determinar impurezas que possa
conter a amostra e observar a distribuicdo dos tamanhos dos grdos bem como sua

razao molar.

3.4.6 — Teste de citotoxicidade in vitro

A biocompatibilidade dos materiais pode ser avaliada por testes in vitro e in vivo
(Mendes,2006).
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Os testes in vitro podem ndo apresentar a situacdo real de um implante.
Contudo, podem promover alguns tipos de resultados preliminares relacionados a
interac&o entre o material e o corpo bioldgico, de forma rapida e eficiente, minimizando
a necessidade de testes em animais. Este teste € (til para visualizar as
compatibilidades, altera¢des ou até mesmo a morte celular provocada pela amostra.

O teste de citotoxicidade in vitro € classificado no ISSO 10993-1, como um teste
de avaliacao inicial que utiliza técnicas de cultura de células.

Neste trabalho a analise de citotoxicidade in vitro foi realizada no Laboratério
de Biologia Celular e Tecidual (LBCT) da UENF no qual as células Vero também foram
adquiridas. O teste foi realizado por dois métodos: por diluicdo da amostra em solucdo
e por corpo de prova em contato direto com as células.

No método por diluicdo, foi colocada a amostra diluida nas concentracfes de
0,1 e 1M em solucao tampao diretamente em contato com as células Vero. Foram
utilizadas 90ul da solucdo de células para 10ul do liquido contendo as amostras,
diluidas em 1mL de PBS. Esta solu¢do foi colocada em laminulas redondas e
sobreposta em uma lamina, onde foram fixadas, coradas e aguardou-se um periodo
de 24h para a analise das células feita por microscopio 6ptico.

As células Vero séo células de uma linhagem originadas de células do rim do macaco
verde africano - Cercopithecus aethiops (African green monkey), sdao usadas em
carater de rotina por laboratérios para testes in vitro pela semelhanca com as células
humanas. Para a realizacdo desta técnica seguiu-se o protocolo de PBS (Phosphate
Buffered Saline — Solucdo Salina de Fosfato Tamponada — Darly), na concentracao

de 0,1M e 1M. O quadro 3.1 mostra o protocolo seguido.
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Quadro 3.1 - Protocolo de procedimento para utilizacdo da célula vero.

Tampao fosfato monossadico (dissédico) 0,2M

Solugdo A = fosfato monobdasico NaH2PO4. H20 --- 2,76g/100ml H20
Solugdo B = fosfato bibasico Na2HPO4. 7H20 --- 5,31g/100ml H20
Na2HPO4 .12 H20 --- 7,17g/100ml

H20

Para o pH desejado, mistura A e B segundo a preparagdo abaixo:

mL- A mL-B pH
90 10 5.9
85 15 6.1
68 32 6.5
57 43 6.7
45 55 6.9
33 67 7.1
23 77 7.3
19 81 7.4
16 84 7.5
10 90 7.7
PBS:
9g de NaCl

100mL tampado fosfato (T.PO4) - 0,1M - pH 7.1, neste caso utilizou 50 mL, porque
o protocolo é 0,2M completado na proveta com agua até 900mL. Agitar, autoclavar -
pH usado-7.0-7.1

Para preparar a diluicdo do pé da amostra foram utilizadas 50mL da solucéo
tampéo de fosfato (T.PO4) a 0,1M, com 1,27g do p6 do biocimento também calculado
para esta concentracao de 0,1M. J& para a concentracao de 1M utilizaram-se 2,549

em 10 mL de solucéo.

A Figura 3.10 mostra a lamina fixada e corada com trés pogos de amostra
contendo as células Vero e o po diluido respectivamente em cada poco.

Figura 3.10 — Lamina com células Vero e amostra do biocimento.
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A realizacdo da técnica do teste in vitro realizada com corpo de prova por
contato direto da amostra com as células Vero, procedeu-se criando corpos de prova
do biocimento de fase pura B-CPP de forma cilindrica com 5mm de espessura onde
utilizaram-se cinco corpos de prova com melhores formas, a Figura 3.11 mostra os

corpos de prova.

Figura 3.11 — Corpos de prova do biocimento 3-CPP

Células Vero (fibroblasto de rim de macaco verde africano) foram cultivadas
em garrafas plasticas (25cm?2) contendo meio DMEM 1152 (Dulbecco’s modify Eagle
medium - Sigma) suplementado com 5% de soro fetal bovino (SFB) (GIBCO) em
estufa a 37°C, a 5% de CO.. A cultura foi mantida até quando as células atingiram a
proporcéao de semi-confluéncia, ou seja, em uma densidade que cobria a garrafa, mas
sem se sobreporem (monocamada). Uma fracdo destas células foi solta do substrato
pela acdo da tripsina e 1mL deste substrato contendo as células foi colocado em
placas de 24 pocos (4x10° células) onde utilizaram-se cinco pocos desta placa e em
cada poco foi colocado um corpo de prova. Esperou-se o prazo de 24h em estufa ha
uma temperatura de 37°C para o crescimento destas células no corpo de prova em

caso de nédo toxicidade. A Figura 3.12 mostra a placa de pocos utilizada.



48

Figura 3.12 — Placa de 24 pogos

Decorrido este tempo, 0s corpos de prova contendo as células foram lavados
por trés vezes com solugéo de tampéo fosfato (PBS), fixadas com formaldeido 4% por
10 minutos, coradas com solucéo de Giemsa (1:9 de PBS) por 6 horas em temperatura
ambiente, desidratadas em solucdo de acetona-xilol e montadas em laminas

histoldgicas. Ao final, as laminas foram observadas em uma lupa de aumento de 100.
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CAPITULO 4: RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. — Caracteristicas do Residuo de Casca de Ovo Galinaceo

4.1.1 — Caracterizagcdo quimica

Os resultados da composicao quimica em termos de 6xidos e perda ao fogo
normalizados da amostra de residuo de casca de ovo beneficiado sé&o
apresentados na Tabela 4.1. Observa-se que o residuo de casca de ovo é
basicamente constituido de Oxido de célcio (CaO) com cerca de 66,63 % em
peso. Este fato ocorre devido a presenca de grande quantidade de carbonato de
calcio na forma de calcita (CaCO3). A perda ao fogo normalizada foi da ordem de
31,51% em peso.

No entanto, a perda ao fogo real foi de 46 % em peso determinada conforme Equacgéao
(1) do Item 3.2.1. A perda ao fogo da amostra do residuo de casca de ovo é
relativamente alta e esta associada principalmente a volatizacdo de CO2 provocada
pela decomposicdo do carbonato de célcio quando aquecido a 1000°C. E
importante destacar também que o residuo de casca de ovo beneficiado
apresenta quantidade minima de matéria organica, uma vez que a pelicula

interna rica em matéria organica foi eliminada.

Tabela 4.1 — Composicdo quimica do residuo de casca de ovo com a perda ao fogo.

Oxidos % em Peso

Cao 66,627

KO 0,955

SOz 0,798

SrO 0,1003

ZrO, 0,0137
Perda ao Fogo 31,506
Total 100%

4.1.2 — Caracterizagdo mineraldgica

O resultado da analise mineraldgica via difracdo de raios X do RCOG e

mostrado na Figura 4.1. De acordo com o difratograma observam-se picos e fase
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cristalina bem definida. Comparando os valores dos picos da amostra com uma ficha
padréo da calcita (ICDD - PDF n° 00 — 005 - 0586), que € o mineral CaCOs, mostrado

na Figura 4.2, comprova-se pela equivaléncia dos picos da amostra com o padréo,

gque o RCOG é essencialmente composto por CaCOs. Este resultado estda em

conformidade com a composicdo quimica (Tabela 4.1).
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Figura 4.1 — Difratograma de raios x da amostra de RCOG in natura.
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Figura 4.2 — Ficha padrdao CaCOs (calcita) n° 00-005-0586.
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4.1.3 - Distribuicdo de tamanho de particula

A distribuicdo de tamanho de particulas do residuo casca de ovo galinaceo é
apresentada na Figura 4.3. Observa-se que o residuo de casca de ovo apresenta
cerca de 7% da fracdo argila (< 2um), 71% da fracéo silte (2 - 63um) e por fim 22%
da fracdo areia > 63um. Isto demonstra que o RCOG é um pd com aparéncia fisica
de um talco, onde o processo de digestdo quimica se torna mais facil pela
caracteristica ndo grosseira do p6. Portanto, ele é adequado para a sintese do

biocimento.

|—m— Casca de ovo - galinaceo———

100 ==

-

90 —
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60 | /
50 /
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o000t 0,001 001 01

Granulometria (mm)

Figura 4.3 — Curva granulométrica do residuo de COG.

O residuo de casca de ovo utilizado apresentou valor de densidade real dos
graos da ordem de 2,41 g/cm3. Este valor reflete a mineralogia do residuo de casca

de ovo que é rico em calcita (p = 2,72 g/cm3).
4.2 — Caracterizagéo dos biocimentos sintetizados
4.2.1 — Composic¢ao quimica do B-CPP

A composicao quimica do biocimento B-CPP é apresentada na Tabela 4.2 tanto

na quantidade de elemento como na quantidade de 6xido. Nota-se a predominancia



52

do grupo carbonato e uma grande porcentagem do grupo fosfato formado apés a
reacdo de precipitacdo na sintese deste biocimento.

Tabela 4.2 — Composigao quimica do biocimento 3-CPP.

Composto % em peso
Elemento % em peso
Cao 60,765
Ca 75,266
P20s 39,235
P 24,590
Total 100,000 Total 100,00

4.2.2 Andlise de difratograma de raios X - amostra razao molar 1:1

A Figura 4.4 mostra o difratograma de raios X do produto obtido na reagéo de
precipitacdo de sintetizacdo do biocimento. Observa-se que os picos de cristalizacao
da amostra sao coincidentes com os picos da fase B-CPP (CazP207) - ficha padréo
ICDD - PDF com n° 01-071-2123, conforme mostrado no anexo A. Assim, tem-se um

material puro composto essencialmente da fase 3-CPP denominada de pirofosfato de
calcio.

Dadosobservados (1 Biocimento) —

Sy | Beta-Ca2P207 (PDF:01-071-2123) ————

000

y 1T

a ]

Intensidade (GFPS)

| [T | INTImIn)
0 &0

28 (graus)

Figura 4.4 — Difratograma de raios x do produto obtido na razdo molar de 1M, com relag&o
estequiométrica de Ca/P de 1:1M.
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4.2.3 — Analise DRX de amostras com diferentes concentracdes de HNO3

As Figuras 4.5 — 4.8 apresentam os difratogramas de raios X das amostras
obtidas com diferentes concentracdes de HNOs. Observa-se na Figura 4.5 que o
produto obtido com solugéo de digestdo de HNO3 1M com relacdo de estequiométrica
de Ca/P de 1.5M apresentou tragos de outro biocimento formado juntamente com o [3-
CPP (Cas(P0Oa4)2- ficha padréo ICDD - PDF com n° 00 — 009 - 0169 conforme mostrado
no anexo B. Este novo material formado foi identificado como o biocimento B-TCP,
que é considerado um dos biocimentos mais utilizados para a regeneracéo 0ssea.

Ja na Figura 4.6, o produto obtido com solu¢éo de digestdo de HNO3 1.5M com
relacdo estequiométrica de Ca/P de 1.5M, nota-se aumento na quantidade de 3- TCP
formado. Porém, prevalece ainda maior quantidade de B-CPP identificado pela
intensidade do seu pico principal. Ainda, ha uma diminuicdo na intensidade dos picos
do B-CPP menos do pico principal deste, e um aumento na intensidade dos picos do
B-TCP principalmente na intensidade de seu pico principal em torno de 31A e também
um aumento na intensidade do pico em torno de 26, 28 e 35 A.

Para esta amostra foi realizado o MEV/EDS para confirmar a razdo molar desta

substancia.
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Figura 4.5 — Difratograma de raios x do produto obtido na razdo molar de 1M, com relag&o
estequiométrica de Ca/P de 1,5:1M.
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Dados observados (Amostra2) —_—
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Figura 4.6 — Difratograma de raios x do produto obtido na razdo molar de solugéo 1.5M,
com relacao estequiométrica de Ca/P de 1,5: 1M.

Na Figura 4.7 é mostrado o resultado de difratograma de raios X do produto
obtido na razdo molar de solucdo de digestdo de 2,5M, com relacao estequiométrica
de 1,5:1M de Ca/P. Observa-se um retrocesso na intensidade da substancia do

biocimento 8 — TCP, onde este se encontra novamente como tracos desta substancia
e predominando a substancia § — CPP.

800+
Dados observados  (Amostra 3) —
S004
Beta-Ca2P207 (PDF:01-071-2123) ———
4001 Ca3(Po4)2 (PDF: 00-009-0169)
o
o
=
8 9
o
=
o
E |
1004

)l JUJN:‘I‘ 5 il ol A PV
L ” lf Vlrnw VIW lm l;lﬁ |1i|7‘A V ‘I“ Vl[rlﬁ Vll‘_l IW VH] |[| | h| || d ‘lll 1l 1k illlléﬂlrllﬂwl%rl lrl!rlrlrh y hrl llrlr“ﬁ‘lﬂﬁﬂl ; ||

Figura 4.7 — Difratograma de raios x do produto obtido na razdo molar de solug&o 2.5M,
com relacao estequiométrica de Ca/P de 1,5: 1M.
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A Figura 4.8 mostra o resultado da analise de difracdo de raios X do produto
obtido na razdo molar de solugdo de digestdo de HNOs 3M, com relacéo
estequiométrica de 1,5: 1M de Ca/P. Nota-se que a amostra nestas condi¢des voltou
a apresentar uma unica fase identificada novamente como B-CPP, substancia essa
de razdo molar em relacdo ao Ca/P de 1M.

Este fato provavelmente pode estar relacionado com a raz&o molar da solugéo
de digestdo de HNOs3, onde esta solu¢cdo com a razdo molar de 3 moles é muito acida
para o meio e impede assim a formacao de outros compostos. O mesmo pode ter
acontecido com a amostra 03 (Figura 4.7), onde a razdo molar da solucao de digestéo
do HNOs de 2,5 moles também esté acida formando apenas tracos novamente do 3 —
TCP.

6004
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Figura 4.8 - Difratograma de raios x do produto obtido na raz&o molar de solu¢cdo 3M, com

relacdo estequiométrica de Ca/P de 1,5: 1M.

4.2.3.1 - Analise de tamanho de particula do biocimento

A Figura 4.9 apresenta os dados usados na determinacdo do tamanho de
cristalito pelo método da Gaussiana do biocimento de pirofosfato de calcio puro.
Observou-se que o biocimento de pirofosfato de calcio apresentou tamanho de
cristalito de 62,3 nm. Este resultado € muito importante devido confirmar a natureza

nanoestruturada do pirofosfato de calcio obtido a partir de residuo de casca de ovo
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galinaceo como uma fonte precursora de calcio. Deve-se ressaltar que o0s
biomateriais nanométricos sdo de alto interesse na atualidade, pois potencializa o
consumo de materiais como produtos farmacéuticos, cosmetologia, médico-hospitalar
dentre outras, devido as suas caracteristicas microporosas com elevada area
superficial dos graos facilitando assim, a molhabilidade e a adesdo celular na
superficies dos graos (ABDI,2009; Camargo et al, 2010).
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Figura 4.9 — Tamanho dos gréos dos cristalitos da amostra obtida na sintese do

biocimento.

4.2.4 — Analise Térmica Gravimétrica (ATG/DTG)

A Figura 4.10 apresenta os resultados da andlise termogravimétrica (ATG) da
fase pura B-CPP. Nesta figura é mostrada a perda de massa e as respectivas
temperaturas associadas aos eventos térmicos. Nesta analise, procurou-se comparar
os resultados obtidos com o da literatura (Ramalho, 2006; Mendes Filho, 2006; Silva,
2012; Sanfronova et al, 2013).

Nota-se que a amostra pura do B-CPP apresentou apenas uma etapa de perda
de massa, que teve seu inicio em torno de 80°C e término em torno de 405°C,
representando 0,30% (0,01mg) de perda de massa. Isto indica a perda de agua
fisicamente adsorvida, ou seja, a quantidade de agua que estava presente na
superficie da amostra.

Observa-se também que a partir de 405°C a amostra pura do B-CPP
permaneceu estavel pela formacdo de uma linha continua apresentada,
demonstrando assim, alta estabilidade do material (3-CPP) com pouca perda de

massa.
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Figura 4.10 — Comportamento térmico (ATG) do biomaterial.

4.2.5 - Espectroscopia de Infravermelho pela Transformada de Fourier (FTIR)

O espectrograma obtido para verificar a eficacia da sintese de obtencao do p6
do biocimento B-CPP indicando suas bandas caracteristicas é mostrado na Figura
4.11. Procurou-se nesta analise comparar os resultados obtidos com os da literatura
(Fernandes, 2007; Mendes, 2006; Oliveira et al, 2010; Silva, 2012) pela complexidade
na identificacdo da caracterizacdo de materiais inorganicos que abrange muitos
elementos. As bandas vibracionais presentes em torno de 3.500cm e 1640cm™
indicam o estiramento OH™ do grupo da molécula de H20, confirmando assim, a
presenca de agua adsorvida na constituicdo da superficie das particulas do
biocimento.

JA nas bandas vibracionais em torno de 886cm™ e 720cm indicam o
estiramento assimétrico e alargamento equivalente da ligacdo C-O, dos grupos CO3z?
presentes na rede cristalina do fosfato. A visualizacdo das bandas vibracionais
proximos a 960 — 1010 — 1035 — 1080 - 1120cm™ correspondem ao estiramento
assimétrico do P-O do grupo POs?.

A presenca das bandas vibracionais presentes em torno de 620 — 581 — 480

e 450cm? correspondem a deformacéo assimétrica do O-P-O em PO4? (BUI, 2011).
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A curva obtida nesta analise confirma a presenca dos grupos funcionais carbonatos e
fosfatos presentes na amostra.
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Figura 4.11 - Espectroscopia de Infravermelho pela transformada de Fourier do

biocimento B-CPP.

4.2.6 — Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) / EDS

Nota-se nas micrografias da Figura 4.12 obtidas por microscopia eletrénica de
varredura, que o p6 de B-CPP apresenta uma morfologia aglomerada de particulas
arredondadas nanométricas. Isto confirma o tamanho de particula obtido pelo método
da Gaussiana com aproximadamente 62nm. S&o observadas também particulas com
tamanhos diferentes, porém inferiores a 100nm.

Um outro aspecto € a de que os graos do B-CPP apresentam uma interface e
contornos dos graos bem definidos, ou seja, bem formados, com presenca de poros

gue favorecem a molhabilidade, a estabilidade e a pega do material.
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Figura 4.12 — Micrografia do p6é do biocimento B-CPP (I) aglomerados arredondados

dos gréaos e (Il) Local com menor aglomeracao, com medidas de algumas particulas.

A Tabela 4.3 mostra a andlise quantitativa feita por MEV/EDS para confirmar a
razdo molar entre Ca/P e os grupos funcionais presentes. Foi confirmada a razéo
molar de Ca/P de 1M, através do célculo da porcentagem de atomos destes

elementos.

Tabela 4.3 — Andlise quantitativa para razdo molar de Ca/P do 3 - CPP.

ELEMENTO INTENSIDADE PESO (%) ATOMICO (%)
5] 10,837 51,126 70,585
P 24,675 20,517 14,224
Ca 20,937 28,357 15,191
100 100

Na Figura 4.13 é mostrada a presenca dos grupos funcionais de Ca, P e O
através de mapeamento no MEV/EDS. Confirmando assim a formagao do po6 de (-
CPP.
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Figura 4.13 — Mapeamento dos grupos funcionais do B-CPP

A Tabela 4.4 mostra a andlise quantitativa feita via MEV/EDS realizada na
amostra 02 (Figura 4.5) do produto obtido na razdo molar de solucéo de digestédo do
HNOs 1.5M, com relagéo estequiométrica de Ca/P de 1,5: 1M, a qual formou-se um
biocimento bifasico com quantidades significativas da substancia B — TCP. Na
varredura do EDS realizada pode-se confirmar a raz&do molar entre o Ca/P de 1,45M
calculados através das porcentagens atbmicas do Ca e P. Esta concentracdo
encontrada € proxima da razdo molar da substéncia B — TCP que é de 1,5M, o que

confirma sua presenca mostrada na analise de DRX da Figura 4.5.

Tabela 4.4 - Andlise quantitativa para razédo molar de Ca/P do biocimento bifasico (3
—TCP e - CCP).

ELEMENTO INTENSIDADE PESO (%) ATOMICO (%)
0 4,991 81,156 62,859
p 9,284 9,954 15,165
Ca 8,107 8,890 21,976
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4.2.7 — Analise citotoxicoldgica por diluicdo do biocimento

Os resultados do material da amostra de —CPP diluido nas concentracfes de
0,1 e 1M, e posteriormente colocado diretamente em contato com células Vero séo
apresentados nas Figura 4.14 e 4.15.

Na Figura 4.14 a amostra encontra-se diluida na concentragédo de 0,1M. Nela
nao houve alteragcdo ou morte celular causada pelo p6é do biomaterial 3-CPP. Isto
indica que o material nesta concentracdo em contato direto do po diluido em células

Vero ndo apresenta citotoxicidade, pois demonstraram aspecto morfologico

inalterados.

Figura 4.14 — Lamina contendo 3 pocos de células Vero, acrescentado a amostra na

concentracdo de 0,1M, sem toxicidade.

Observa-se na figura 4.15 onde a amostra do p6 do 8 - CPP encontra-se diluida
na concentracéo de 1M, alteracéo e morte celular. E apresentando na Figura 4.15 (1)
moderada toxicidade enquanto que na Figura 4.15 (ll) elevada toxicidade devido a
guantidade maior de morte celular provocada ap6s 48h de contato da célula com o
material.

Nota-se diferenca na coloragdo das células. Elas se apresentam mais claras,
alteradas morfologicamente (citoplasma diminuindo até seu desaparecimento) e com
maior espaco vazio na lamina, mostrando assim a morte celular conter quantidade

menor de células na lamina.
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Figura 4.15 — Lamina contendo células Vero juntamente com amostra do pé na
concentracao de 1M, com toxicidade.

4.2.7.1 - Andlise citotoxicoldgica por contato de corpo de provadireto nas célula
Vero

O resultado obtido nesta técnica € mostrado na Figura 4.16. Nota-se que o
resultado obtido foi excelente, pois tudo que se vé de roxo/rosa na Figura 4.16 séo
células, ou seja, as células Vero aderiram muito bem ao material. Observa-se também
um branco ao fundo das células, isto é o corpo de prova. Cada ponto roxo visto nesta
figura e indicado por uma seta, é o nucleo celular.

Nota-se também mais ao centro da Figura 4.16 um aglomerado de células
sem espacamento entre elas, onde tampam todo o biomaterial. Isto € um fenbmeno
chamado de células em monocamadas, ou seja, as células cresceram tanto que estado
uma por cima da outra. Este resultado mostra que o material ndo causou nenhuma
toxicidade as células Vero, sendo totalmente favoravel, ou seja, compativel com o
biocimento.



63

Figura 4.16 — Crescimento celular no corpo de prova do biocimento 3-CPP.
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CAPITULO 5: CONCLUSOES

5.1 - Conclusdes

Nesta dissertacdo de mestrado foi estudada a sintese e caracterizacdo de
biocimento de fosfato de célcio nanoestruturado a partir de residuo de casca de ovo
galindceo. Os resultados experimentais e discussdo deles permitiram as seguintes
conclusdes:

v O residuo de casca de ovo de galinha é constituido essencialmente de
carbonato de calcio (CaCOs), o que o torna uma importante fonte de material
carbonato alternativo para obtencao de fosfato de célcio na fabricacédo de biocimento.
O reuso deste residuo solido € de alto interesse econémico e ambiental, pois pode
eliminar o problema da poluicdo quanto ao descarte do residuo de casca de ovo de

galinha diretamente no meio ambiente.

v' As andlises de difracdo de raios X confirmam a sintese de dois materiais:
biocimento 3-CPP e uma mistura do biocimento 3-CPP e B-TCP de acordo com as
condi¢bes do meio de obtencéo. Andlises via MEV/EDS também confirmam a razao
molar de Ca/P de 1M (1:1) do B-CPP e 1,45M (1,5:1) da mistura do biocimento de B-
CPP e B-TCP. Analise via FTRI confirmou os principais grupos funcionais presentes
nos biocimentos. Além disso, o tamanho de cristalito do biocimento sintetizado foi de

62,3 nm, o qual confirma a sua natureza nanoestruturada.

v' Os resultados de andlise termogravimétrica indicaram que ocorreu baixa perda
de massa do biocimento durante o ciclo térmico, o que demonstra alta estabilidade

térmica do produto obtido.

v" O biocimento na concentracdo de 0,1M diluido em contato direto com as
células Vero ndo apresentou toxicidade as células, favorecendo o biocimento, bem
como o teste do corpo de prova de um biocimento em contato com a célula em
solucdo, onde neste, as células cresceram muito e se aderiram perfeitamente ao

biomaterial mostrando ndo causar toxicidade.

v' Os resultados mostram também que, a acidez da solucdo de digestdo do
carbonato de calcio bem como a sua razao molar de Ca/P produz determinados tipos

de biocimentos.
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v A sintese de um biocimento com duas substancias encontradas com razao
molar de 1,45M (B-CPP e B- TCP) forma uma mistura bifasica do biomaterial. Esta
mistura bifasica pode ser utilizada, pois as caracteristicas distintas de cada das fases
presentes a torna favoravel em aplica¢des biomédicas, inclusive sendo ja amplamente
utilizada. Essa mistura de biocimentos pode ser usada também em defeitos 6sseos
maiores, pois com a razao molar a 1,45M seu tempo de reabsor¢céo € mais lento,

favorecendo a formacao completa do tecido 6sseo.

v O residuo de casca de ovo galinaceo pode ser usado como uma fonte
alternativa de matéria-prima renovavel na obtencdo biocimento & base de fosfato de
calcio nanoestruturado. Ressalta-se também que, a obtencado do biocimento de fosfato
de calcio, além de ser feito de forma econémica e de facil realizacdo, constitui-se numa
alternativa ambiental promissora para o destino final deste abundante material de
residuo solido. O biocimento de fosfato de calcio é altamente utilizado nas clinicas de

ortontodia e ortopedia, sendo um importante biomaterial de reconstrucdo ossea.

5.2 - Perspectivas para trabalhos futuros

v' Obtencao do biocimento com solucéo de digestao do carbonato de célcio a 2M.

v' Teste de citotoxicidade a partir de 0,2M até 1M para determinar em qual
concentracdo molar o biomaterial comeca a se tornar toxico para a célula por difuséo

em contato direto.

v' Analise quantitativa da substancia encontrada no biomaterial que apresentou a

mistura bifasica, para saber em termos quantitativos o quanto se tem de cada fase.

v Utilizacdo de outros reagentes a base de fosfato e outras fontes ricas em

carbonato de calcio para obtencéo de outros tipos de biocimento.
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