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Resumo

O potencial zeta, P({), é uma grandeza importante para o estudo de sistemas
nanoestruturados coloidais, pois ele informa sobre a carga da superficie de particulas
em suspensao. Medidas de potencial zeta tém sido pouco utilizadas para caracterizar as
superficies de biomateriais coloidais tais como a hidroxiapatita. Neste trabalho,
investigou-se o comportamento do potencial zeta em fung¢dao do pH de hidroxiapatitas
sintetizadas em temperaturas de 90°C e 37°C e a 37°C substituidas com Zn?* e CO;?%,
antes e apos a adsorcao das proteinas albumina e insulina. Para isto, utilizou-se uma
solu¢do com uma concentragdo molar de 1ImM de KCl e como agentes modificadores do
pH: HCl 0,01M e NaOH 0,01M. Os resultados mostraram que o P(£) ndo é afetado pela
diminuicdo da cristalinidade da HAp em pHs &cidos, indicando que a mudanga na
superficie ndo modifica a atividade dos ions fosfatos e hidroxilas. Em pH maiores que o
ponto isoelétrico, IEP, o P(£) diminuiu com o pH. Este resultado revela que os sitios dos
ions Ca?* s30 os mais ativos e 0os mais sensiveis as variacdes da estrutura da superficie da
HAp. A substitui¢do do Ca** pelo Zn?* produz uma diminui¢do do P(() para valores do pH
maiores que o ponto isoelétrico confirmando que a carga da dupla camada da superficie
é determinada pelos sitios catiénicos (Ca* and Zn**). A substitui¢do do PO ,* pelo CO.*
ndo altera os valores do P({) em toda a faixa de pH analisado devido a estabilidade dos
sitios dos ions fosfatos. A adsor¢ao das proteinas, albumina e da insulina, na superficie
da HAp produz pequena diminuigdo do P(&) da HAp e da HAp substituida com COs*. Este
efeito pode ser atribuido a aglomeracdo das proteinas na superficie da HAp. A
substituicdo do Ca?* pelo Zn?* produz um grande decréscimo dos valores do P({) em
todo o intervalo de pH estudado. Os valores negativos do P({) podem ser explicados
pela mudanga da estrutura conformacional das proteinas devido a interagdo com o
zinco na superficie da HAp. Esta interacdo desnatura as proteinas aumentando a sua

area ocupada na superficie da HAp.



Abstract

The zeta potential, P({), is an important physical parameter for the study of
nanostructured colloidal systems because it characterizes the surface charge of
suspended particles. Zeta potential measurements have been under used to
characterize colloidal surfaces of biomaterials such as hydroxyapatite. In this paper, we
investigated the zeta potential as a function of pH of hydroxyapatites synthesized at
temperatures of 90°C and 37<C and HAp 37<C doped with Zn?* and CO,*, before and
after adsorption of the proteins albumin and insulin. For this, we used a solution 1 mM
KCI and pH modifying agents such as HCl (0,01M) and NaOH (0,01M). The results
showed that the P(£) was not affected by the decrease of HAp crystallinity in acidic pHs.
At pH higher than the isoelectric point, IEP, the P({) decreases with pH. This result
showed that Ca?* sites were more active and more sensitive to variation of HAp

structure. The replacement of Ca?* for Zn?* induced a decrease on P({) for pH higher
than the isoelectric point, indicating that the HA p surface charge was mainly due to the
cationic sites (Ca®* and Zn?*). The replacement of the COs%, PO43 did not change the
zeta potential throughout the studied pH range because the stability of the phosphate
sites. The adsorption of proteins, albumin and insulin, on HAp surface produced a small
decrease of P(£) of HAp and HAp substituted for COs*. This effect was attributed to
agglomeration of proteins on the surface of HAp. The replacement of Ca%* for Zn*
produced a large decrease on P({) in the whole pH range studied. The negative P({)
values was explained by changes on the protein conformational structure due to
interaction with the zinc on the HAp surface. This interaction induced the protein

denaturation, which increased their coating area on the HAp surface.
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Capitulo 1

Introdugao
1.1 Apresentagao do Trabalho

A Hidroxiapatita (HAp) com formula Caio(POs)s(OH);, é uma molecula
nanoestruturada em determinadas condi¢des e que em solucdo apresenta-se na forma
coloidal. Suas particulas possuem dimensGes menores que 100nm e sdo extremamente
reativas. Interagem com um grande numero de metais e moléculas, em especial as
proteinas o peptideos.

O conhecimento das propriedades da superficie da HAp é de grande importancia
para o entendimento das interacdes deste biomaterial com o meio biolégico e para as
aplicagcdes biomédicas. Devido a forte interacdo da superficie da HAp com varias
moléculas organicas, a HAp tem sido proposta como agente carreador e liberador de
drogas. Para o uso do material nestas aplicacdes deve-se conhecer a estrutura e carga
da superficie da HAp em diferentes condi¢cdes do meio, como por exemplo, pH e forca
idnica. Estas informacbes sdao fundamentais para se compreender determinadas
caracteristicas do material nanoparticulado como a tendéncia de formar agregados de
nanoparticulas. Esta Ultima caracteristica pode ser um fator limitante para o us o da HAp

como matiz carreadora de moléculas. A literatura propde duas abordagens para
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melhorar a estabilidade de suspens6es coloidais a longo prazo. A primeira abordagem
envolve o conceito da repulsdo eletrostatica entre as cargas de superficie das
nanoparticulas, a segunda, envolve o efeito de estabilizagdo estérica alcangado através
da adsorg¢do de moléculas organicas com cadeias longas, por exemplo, surfactantes ( LI
etal., 2010).

O potencial zeta, P(), € uma das grandezas fisicas que informa sobre a forga de
repulsdo que experimentam as particulas suspensdo num meio. Quando determinado
para diferentes condigdes de pH e forca ibnica do meio o potencial zeta pode trazer
informacdes sobre o papel dos diferentes sitios da superficie do material nos processos
de interagdo com constituintes do meio. O seu conhecimento pode explicar os
mecanismos de interacdo da superficie com ions e moléculas, assim como indicar as
melhores condi¢bes para diminuir a agregacao do material.

O estudo do potencial zeta da hidroxiapatita ndo é simples porque o material
pode ser sintetizado por diferentes rotas obtendo-se fases cristalinas e amorfas com
estequiometria e caracteristicas de superficie muito varidvel. Além disto, o material
libera Ca?* e PO/ fésforo para o meio quando suspenso numa soluc¢3o. Varios trabalhos
foram realizados sobre o potencial zeta da HAp (KANDORI et al., 2009, ZHU et al., 2006,
HAYAKAWA et al., 2007, ZHANG et al., 2005) e grandes variacGes foram obtidas. O
entendimento sobre as causas destas variacdes é ainda limitado devido a complexidade
da superficie da HAp e da sua reatividade em meios complexos. As informacdes sdo
ainda mas limitadas quando o material estudado é uma HAp com substituicdo anidnica
ou catibnica, ou ainda uma HAp apds a adsorcdo de moléculas.

Neste trabalho estudou-se o comportamento do potencial zeta em duas
amostras de HAp com razdo Ca/P similar, mas com cristalinidades diferentes.
Posteriormente, avaliou-se a influéncia da substituicdo do Ca?* pelo Zn?* e pelo CO# no
comportamento do P(£), em diferentes pHs. A contribuigdo dos ions da superficie, Ca**
e pelo POs*> e OH foi discutida. Finalmente, avalia-se a influéncia da adsorc3o das
proteinas albumina e insulina no valor de P({). Estas proteinas possuem grande
importancia na medicina regenerativa e estdo presentes no meio biolégico onde os
biomateriais sdo implantados.

Este trabalho estd organizado em cinco capitulos e um anexo. Segue-se uma

breve descri¢cdo de cada capitulo:

16



No capitulo 1 é uma descricdo da HAp na forma estrutural e coloidal, além disso,
comenta sobre as aplicacdes possiveis da HAp na drea medica.

No capitulo 2 é um pequeno resumo sobre as caracteristicas de um coldide a
formacdo da dupla camada elétrica numa solugdo. Descreve sucintamente as teorias
sobre o potencial zeta e sua medi¢do. Faz uma revisao sobre a estrutura da
hidroxiapatita, sua capacidade de substituicdo parcial por ions e a explicacdo da
adsorc¢do de proteinas.

No capitulo 3 descrevem-se os procedimentos e técnicas experimentais
empregadas nas sinteses dos materiais e na adsor¢dao de proteinas nas hidroxiapatitas;
detalham-se as técnicas analiticas que foram usadas na caracteriza¢do das amostras.

No capitulo 4 apresentam-se os resultados obtidos para o potencial zeta de duas
amostras de HA sintetizadas em 37°C e 90°C e com amostras de HA onde o Ca** e o
PO4*> foram substituidos pelo Zn?** e pelo CO . Rosteriormente apresenta-se 0s
resultados das medidas do P(£) na amostra HAp sintetizada em 37 °C, apds a adsorcdo
da albumina e da insulina.

No capitulo 5 resumeme-se as principais conclusdes deste trabalho.

No capitulo 6 registra as referéncias bibliograficas dos trabalhos citados no

corpo desta dissertacao.
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1.2 Objetivos

Esta tese tem como objetivo medir o potencial zeta, P({), de hidroxiapatitas na
forma de particulas em suspensdo em um meio com forga i6nica controlada, e em

diferentes pHs.

Objetivos especificos

1. Medir o P({), em amostras de hidroxiapatita com estequiometrias similares, mas
sintetizadas em temperaturas de 37°C e 90°C.

2. Medir o P(£), em amostras de HAp com substitui¢do parcial do Ca?* e do POs*
pelos ions Zn%* e CO32, respectivamente.

3. Mediro P(&), em amostras de HAp e HAp substituidas com Zn** e COs, apds a
adsorgdo das proteinas albumina (BSA) e insulina (INS).

4. Obter informacbes sobre os sitios ativos da superficie da HAp, apds as
substituicOes catidnicas e anidnicas.

5. Obter informacgbes sobre mudancas na carga da dupla camada da superficie da

HAp, apds a adsorcao de proteinas.

18



Capitulo 2

Revisao Bibliografica

2.1 Introducao aos Coloides

Um sistema de dois ou mais componentes onde um deles é constituido por
particulas submicroscdpicas (1nm a 1um) é chamado de coloidal. As propriedades das
dispersdes coloidais estdo diretamente relacionadas com a elevada area superficial da
fase dispersa bem como com a natureza quimica da superficie dessa fase (SHAW D.,
1992). A desaglomeracdo do material da fase dispersa representa um problema por
tratar se de particulas que aglomeram com facilidade. A Tabela 2.1 mostra as diferentes
propriedades para uma solugdo, dispersao coloidal e suspensdes. Além disso, quando
observamos um coldide sol (sélido em d&gua) pelo microscépio, notamos que as
particulas possuem um movimento browniano, nome em memoria ao botanico inglés
Robert Brown quem observou a suspensao de grdaos de pdlen no microscépio. Apesar
das particulas coloidais serem t3o pequenas que a dispersdo pare¢a uniforme sob um
microscopio, elas sdo grandes o suficiente para desviar a luz de modo eficiente, este
efeito é chamado efeito Tyndall. A Figura 2.1 mostra uma llustragdao do efeito Tyndall

para uma solucdo e uma dispersao coloidal.
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Figura 2.1: llustragdo do efeito Tyndall para duas solu¢des (esquerda) dispersao
coloidal (direita) solugdo. Figura adaptada da pagina web de AVEBURYBOOKS:
http://aveburybooks.com/faraday/catalog.html

Na literatura encontramos trés maneiras de dispersar as particulas coloidais.
Uma delas é a dispersao eletrostatica devida a formacdo de uma dupla camada elétrica
na superficie das particulas coloidais. Outra forma de dispersar as particulas é por meio
da dispersdo estérica. Neste tipo de dispersdo sdo usados dispersantes poliméricos
(anibnicos ou catibnicos) que recobrem a superficie das particulas impedindo a
interagao entre as particulas coloidais. A escolha do polimero depende da natureza da
particula coloidal. A dltima forma é a dispersdo eletroestérica que combina os dois tipos
de dispersdo. Figura 2.2 mostra as possiveis conformacGes de estabilizacdo de uma

suspensao (HOTZA D., 1997).

Figura 2.2: llustragdo dos mecanismos de estabilizacdo de suspensdes: (a)estabilizagdo
eletrostatica, (b) estabilizagdo estérica e (c) estabilizagcdao eletroestérica. Adaptado do
CASTRO A, et al (2009).
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Tabela 2.1: Mostra as diferentes propriedades entre os tipos de sistemas. Tabela
adaptada da pagina web tutorvista. www.tutorvista.com/content/sciencie/sciencie -

i/matter-around-pure/types solutions.phpi#top.

) . Dispersao ~
Propriedades Solugao . Suspensao
Coloidal
Invisivel para o As particulas
Nao sao olho nu. Visivel em suspensao

Visibilidade das

i visiveis a olho sob um sao grandes.
particulas . - e
nu microscopio Visiveis a olho
potente nu
Tamanho médio Maior que Inme Muito maior
, Menor que 1nm
da particula menor que 1um que lpm
. . ) Sedimentam
Sedimentacdo das . ) Sedimentam sob o
; N3o sedimentam . N devido a forga
particulas alta centrifugacao .
de gravidade
) . B Nenhum , i i
Filtracao através ) , Nenhum residuo Residuo é
. residuo é )
de um papel filtro é formado formado
formado
Aparéncia Transparente Translucido Opaco
Natureza Homogéneo Heterogéneo Heterogéneo
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2.2 A Dupla Camada Elétrica

Toda particula carregada sdlida suspensa num meio liquido polar pode adquirir
uma carga superficial. Os ions de cargas opostas (contra-ions) presentes na solu¢do sao
atraidos para a superficie da particula e os ions da mesma carga (co-ions) sao afastados
da superficie. A camada de contra-ions proximos a superficie do coldide é denominada
camada de Stern. E os co-ions repelidos pelos contra-ions geram a camada difusa. Essa
camada difusa conjuntamente com a camada de Stern forma a dupla camada elétrica
(JIM W., 2009). A Figura 2.3 mostra as duas camadas formadas de uma particula coloidal
numa solucdo. A teoria da dupla camada elétrica lida com esta distribuicdo de ions e,
por tanto, com as magnitudes dos potenciais elétricos que ocorrem nas proximidades da
superficie da particula coloidal. Este é o primeiro passo para a compreensdo de muitas
observagles experimentais sobre as propriedades eletrocinética, estabilidade, etc., de

sistemas coloidais carregados (SHAW D., 1992).

Contra-ion Positivo ——————
Co-ion Negativo 9 Q Q
9
) Q Q )
Rood © 9
)
@ © ]
Particula Coloidal Q
Carga Negativo 20 9
\ @ uu
= v
Q
! L9 v
Camada Stern Q
09 Y o
Camada Difusa v
Q )

jons em Equilibrio

X o) -
com a Solugao 4[ " 9 5 Q

Figura 2.3: llustracdo da dupla camada elétrica numa superficie positiva. Figura
adaptada da pagina web http://www.zeta-meter.com/5min.pdf ultimo acesso
(01/06/2011).
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2.3 Teoriade Gouy-Chapman

Um modelo quantitativo para entender os fenbmenos que ocorrem na camada
difusa foi desenvolvido pelos cientistas Gouy (1910) e Chapman (1913). O modelo é
baseado nas seguintes hipdteses:

1 Osions na camada difusa da dupla camada elétrica sdo cargas pontuais e estdo

distribuidas de acordo com a distribui¢cao de Boltzmann.

2 A constante dielétrica do meio aquoso é o Unico capaz de influenciar a dupla

camada elétrica e ela é considerada constante na camada difusa.

3 Considera-se um eletrdlito simétrico na solugao coloidal Z:Z,(i.e. 1:1, 2:2, 3:3,

onde Z=1, 2, 3).

4 A superficie da particula é assumida como plana e com uma distribuicdo de

cargas uniforme.

No modelo de Gouy—Chapman a superficie da particula tem um potencial elétrico
Y, 0 que descreve uma exponencial em fungdo distanciacem relagdo a superficie da
particula mostrado na Figura 2.4. Logo, a concentra¢do dos contra-ions tera uma
diminuicdo ao longo da distancia e a concentracdo dos co-ions tera um aumento ao

afastar-se da superficie da particula como é mostrado na Figura 2.5. Além disso, a

concentragdo dos ions atingira num valor #,

€
S

Potential(y)

(&

Distancia (X)

Figura 2.4: Variacao do potencial elétrico ao longo da distancia, desde a superficie da
particula. Figura adaptada do livro de SHAW D., (1992).
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RS e S RO 0

s
o

Co-ions

Distancia (X)

Figura 2.5: Variacao da concentragao dos ions ao longo da distancia, desde a superficie
da particula. Figura adaptada do livro de SHAW D., (1992).

Aplicando-se a equacdo de Boltzmann, a concentragdo idnica é dada pelas

seguintes expressoes:

i)
My = Mo€xXPp (—%) n.= rzoexp(+

seth (.x))
KT

Onde #, e n_ sdo as concentragbes dos ions positivos e negativos,
respectivamente, para pontos onde o potencial € y'(x), 1§, a concentracdo inicial da

solucdo, £a constante de Boltzmann e a tBmperatura.

A densidade de carga do volume total p para pontos onde o potencial §/(x), é

dada pela seguinte equacao:

p=ze(n—n.) (1)

Como as concentracdes sdo dadas em funcdo do potencial elétrico para uma

distancia pode-se calcular a densidade de carga em funcdo do potencial elétrico pela

expressdo abaixo:
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b=z <Uu exp(_ze;féx)) _ oy, exp (+ ze;féx))) 2

Zeil!(XJ)

(3)

= —2zen, sinh
o o ( KT

Para compreender os fendmenos que ocorrem na superficie de uma particula
carregada num meio liquido ionizado utiliza-se o potencial elétrico dado pela Lei de
Poisson. A equacgdo de Poisson numa dimensdo para uma superficie plana carregada é

dada por:

Y _ o)

dx’ €

(4)

Onde o potencial elétrico para uma distancia x da superficie da particula é y¥(x)
e € a constante dielétrica do meio. A combinacdo das equacbes 4 e 3 modificard a

equacado de Poisson dando origem a equacdo de Poisson-Boltzmann

(5)

d*y(x) —Zzen, (zew(x))
— = sinh
dx € KT

A solugdo da equagdao de Poisson-Boltzmann com as seguintes condi¢des de

contorno é escrita da seguinte forma:

W=, x=0 (8
_ A _ _
W) === =0, x= )

P(x) =

—2KT ln(l + yexp(—xx) ) @

ze 1 —yexp(—kx)

exp(ﬂ\l -1

KT ) a2 et ny="
Onde ovalorde y = —:;‘1;,2— e K- = 757 Nesse ponto, recorre-se a
exp(—|+l KT

cKT /

um novo pardmetro, k~*, definido como o comprimento de Debye (SHAW D., 1992).
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2.4 Aproximagao de Debye-Hiickel

Debye e Hiickel resolveram a equacao de Poisson-Boltzmann Eq. 5 para um caso

limite, quando o potencial é muito baixo (%« 1). Esta aproximacdo faz que

exp (%) ~ 14 % podendo-se entdo ser usado na Eq. 8. Utilizando essa condigao
encontra-se a fun¢do que descreve o comportamento do potencial elétrico da dupla

camada de uma particula coloidal em um meio aquoso:

P(x) = ye™™ (9

O significado fisico do comprimento de Debye fica entdo evidenciado: como o
expoente kx é adimensional, k™! tem unidade de comprimento e é constantemente
chamado de comprimento da dupla camada. A Figura 2.6 mostra os efeitos do
comprimento de Debye em relagdo dos parametros concentracgdo e tipo de eletrdlito do

meio aquoso.

60

k! (nm)

40

1073 104 1073 1072 107!
Eletrélito (mol dm=2)

Figura 2.6: O comprimento de Debye-Hiickel decai em fun¢dao da concentragao e tipo
de eletrélito. Figura adaptada do livro de JIM W., (2004).
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2.5

pontuais numa solucdo eletrolitica. No entanto, os ions na solucdo aquosa tém
tamanhos finitos o que limita a parte interna da dupla camada elétrica, pois o centro de
um ion sé pode aproximar-se da superficie da particula dentro do seu raio hidratado
sem tornar-se especificamente adsorvido. Stern (1924) prop6s um modelo no qual a
dupla camada elétrica seja divida em duas partes separadas por um plano (o plano
Stern). Ele considerou que: i) a particula coloidal teria potencial elétrico
superficie, ii) haveria uma distancia minima “d” entre a superficie do coldide e os ions

de carga contraria, onde o potencial elétrico decresceria linearmente até ;. A Figura

A Camada de Stern

A dupla camada elétrica explicada na seccdo 2.3 é baseada na hipétese de cargas

2.7 mostra a dupla camada elétrica numa superficie positiva.

Figura 2.7: llustra¢dao da dupla camada elétrica em uma superficie positiva HOTZA D.,

(1997).

Superficie da particula
Plano de Stern
Superficie de cisalhamento

® o

O

®

O

®

Ca
@

© o

Camada difusa

Camada de Stern
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Logo apds da camada de Stern, o potencial elétrico diminuiria de forma
exponencial, passando pelo plano de cisalhamento da regido em que o potencial

elétrico é chamado de potencial zeta P({). A Figura 2.8 ilustra a variagdo do potencial

elétrico da superficie da particula coloidal até uma distancia longo da superficie.

Potential

& 1/x Distancia

Figura 2.8: llustracdo da dupla camada elétrica em uma superficie positiva
identificando o potencial zeta P({). Figura adaptada do livro de SHAW D., (1992).

2.6 O Fenomeno Eletrocinético

A magnitude do potencial eletrostatico ¥, na superficie das particulas coloidais é
um fator determinante da estabilidade de suspensdes coloidais, sob certas condi¢des
eletroliticas. Na pratica a determinacdo dessa quantidade ndo é feita de forma exata,
mas estimada por diversas técnicas, usando-se principalmente medidas baseadas nos
fendbmenos eletrocinéticos (PASHLEY R., 2004). Um dos fendmenos mais importantes é a
eletroforese, que se refere ao movimento de uma particula carregada, sob a atuacdo de
um campo elétrico (HIROYUKI 0., 2006). A quantidade determindvel é a
eletromobilidade da particula (u), definida como a velocidade da particula divida pelo

campo elétrico aplicado.
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A partir dos valores de eletromobilidade pode-se estimar o potencial
eletrostdtico da superficie carregada. Na verdade, o que é determinado é o potencial
eletrostatico no plano de cisalhamento, ja que foi obtido num método cinético. Esse
potencial é chamado potencial zeta, e seu valor ndo é medido diretamente, mas
calculado, como mostrado nas préximas sec¢des (JIM W., 2009).

Alguns modelos foram desenvolvidos para a determinacdo do potencial zeta a

partir da mobilidade eletroforética. Cada modelo se aplica a um sistema especifico, ja
gue consideracoes foram feitas no desenvolvimento matematico com base nas
caracteristicas fisicas desses sistemas. O modelo de Hiickel se aplica a sistemas cuja
relacdo ka < 0,1 e o modelo de Smoluchowski a sistemas cuja relacdo ka > 100, sendo
1

¢t 0 raio da particula e k™~ o comprimento de Debye. Henry obteve uma rela¢do geral

gue cobre todos os valores de ka(SHAW D., 1992).

2.7 Equagao de Hiickel (ka<0,1)

Consideraremos ke suficientemente pequeno para que uma particula esférica
seja tratada como uma carga pontual de raiog dentro de uma solucdo com carga
superficial Q, viscosidade g permitividade relativa €. Dentro da solugao gera-se um
campo elétrico E fazendo com gue a particula tenha um movimento com velocidade
constante IJ. A particula sofrera duas forgas: a forca elétrica, Eq. 10, na direcdao da
velocidade e a forga de viscosidade, Eq. 11, na dire¢ao contraria a velocidade. Cada

forca segue a seguinte expressao:
F, =QE (10)
Fy = émnal (11)

Onde 11é 0 mddulo da velocidade e Eé o modulo do campo elétrico. O equilibrio
de forgas entre a forga elétrica, Eq.10, e a forga de viscosidade, Eq.11, é apresentado na
Eq. 12, da qual podemos encontrar a razdo entre a velocidade e o campo elétrico. Eq.

13. Esta razdo é chamada de mobilidade eletroforética simbolizado por p.
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A Figura 2.9 mostra as for¢as que agem sobre uma particula coloidal na presenca

de um campo elétrico.

QE = ennal (12)
u

—= ,Q =u (13)
F  érna

6rnal

.— ——ﬁ

Figura 2.9: Forgas que agem sobre uma particula coloidal numa solugdao aquosa com

um campo elétrico. Figura adaptada do livro de HIROYUKI O., (2006).

Assumimos que o potencial de superficie ¥, da particula é dado pelo potencial

de Coulomb.

@
]#a _4 M £ a (14)

Das Eq.13 e Eq.14 e considerando que ¥, € igual ao potencial zeta P({), obtemos

a relacao entre a mobilidade eletroforética e o potencial zeta Eq. 16.

H
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Figura 2.10: Diagrama da dupla camada elétrica ao redor de uma pequena carga
coloidal. Figura adaptada de PASHLEY R., (2004).

A Eq.16 é usada para o caso limite onde a particula de raio “a” é menor que a
espessura da dupla camada 1/x. Em este resultado a condi¢cdo de pequenas particulas
“o qual é dificil de conseguir” é requerida. A Figura 2.10 apresenta uma particula

coloidal com raio menor que a dupla camada elétrica.

2.8 Equacao de Smoluchowski (xa > 100)

O modelo de Smoluchowski foi desenvolvido para os casos em que o raio da
particula € muito maior que o comprimento de Debye da solucdo do eletrdlito
(ke > 1) i.e > 100, Nesse caso, a superficie da particula pode ser considerada como
plana em relacdo a espessura da dupla camada. Considera-se o movimento do liquido
na parte difusa da dupla camada elétrica de uma particula coloidal plana, quando um
campo elétrico E é plicado paralelamente a superficie. Cada plano do liquido
rapidamente atinge uma velocidade relativa e paralela a superficie, com forcas elétricas
e viscosas balanceadas.

As forgas equilibradas sdao expressas na Eq. 18. A Figura 2.11 mostra as forgas

gue atuam num elemento de fluido sob a acdo de um campo elétrico.
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Figura 2.11: Forgas que atuam em um elemento de fluido proximo a uma superficie
carregada. Figura adaptada de PASHLEY R., (2004).

podd = na (22) —a(2%) 17
= o dx X " dx ata ( )
Ou
d?V,
EszAdx=—nA( ,,)dx (18)
dx*

A velocidade do fluido paralela a superficie é dada por V,j1é a viscosidade do
fluido, A é a drea do elemento de fluido considerado, E, o campo elétrico aplicado e o,
a densidade de carga inicial em relagdo ao eixo x

a densidade de cargaggbtida da Eq.18 pode ser substituida na equagdo de
Poisson-Boltzmann Eq.5, obtendo-se uma relacdo entre o potencial elétrico e a
velocidade do fluido paralela a superficie. A Eq.19 mostra essa relagao entre estes

parametros:

d* d*V,
E_ e w(vx) dx :W(d ;)dx (19)
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E facil observar que para se obter o valor do potencial elétrico, cujo valor é
importante na estabilidade da particula numa solugao, sera preciso integrar duas vezes

a Eqg. 19. Na primeira integracdo obtemos a seguinte expressao:

)

20
e (20)

Usando a condigao %= 0 quando %=0 obtém-se que a constante de

integracdo c, resulta ser zero. No entanto para obter o valor do potencial elétrico
Y(x) é preciso integrar por uma segunda vez e usar os limites de integracdo

apropriados. O resultado é mostrado na Eq 22:

%= dypr
f E.e—dx
=0 dx

Relacionando a velocidade do fluido a velocidade da particula Vg =—V,e

artcula
usando a definicdo de eletromobilidade (1), obtémse a equacdo de Smoluchowski para

o calculo do potencial zeta.

2.9 Equacao de Henry

Os modelos de Hickel e Smoluchowski ndo se aplicam em muitos casos por ndo
ter as condi¢Ges requeridas. Uma melhor estimativa para as dispersées coloidais na
faixa de 1< xa <100 obtém-se por um modelo obtido pelo cientista D. C. Henry (SHAW

D., 1992).
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Para valores limites em que ka — 0, a equacdo de Henry se reduz a equacgdo de
Hickel e nesse caso f(ka) é igual a 1. No limite quando ka — =, a equagdo de Henry se
reduz a equagdo de Smoluchowski e f = (xa) éiguala 1,5.

A equagdo de Henry baseia-se em algumas consideracdes: a aproximagdo de
Hiickel é utilizada, a atmosfera idnica ndo é afetada pelo campo externo e a viscosidade
e a permissividade elétrica do fluido sdao consideradas constantes ao longo da dupla
camada. A func¢do f= (xa) apresenta duas expressbes como mostrado abaixo,

considerando ket = .

Para « <1 — f(x)

3
Para «>1 — f(ox) = <:—

&

2.10 Potencial Zeta

O potencial zeta é uma grandeza no estudo da estabilidade de suspensdes
coloidais, principalmente no que diz respeito ao mecanismo eletrostatico de
estabilizacdo. Sua magnitude é bastante sensivel as variacdes no meio, e serve como
poderosa ferramenta para definicdo das melhores condi¢cdes de trabalho. Seu valor
depende do pH e da forca i6nica do meio, sendo normalmente positivo em regides
acidas, e negativo em regides basicas. O valor de pH para o qual o potencial zeta é nulo
é denominado ponto isoelétrico (IEP). A regido em torno desse valor corresponde a
regido de menor estabilidade das suspensdes do ponto de vista eletrostatico (SHAW D.,
1992).

Os ions do meio podem ser adsorvidos, ou ndo, na superficie da particula
coloidal. No caso em que eles sdo adsorvidos pela interagdao com os sitios da particula
pode-se chegar a um ponto de saturacdo. A adicdo de ions que ndo sdo adsorvidos pela
superficie da particula tem o efeito de diminuir a mobilidade eletroforética (logo,

potencial zeta), sem mudar o ponto isoelétrico do sistema. Neste caso, a quantidade de
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ions H* ou OH™ necessaria para ‘neutralizar’ a carga superficial ndo varia porque as

particulas coloidais nao adsorvem os ions da solugao.

2.11 Técnica LDV (Laser Doppler Velocimetry)

Como ja foi explicada nas sec¢Oes anteriores, a determinacdo do potencial zeta é
realizada de forma indireta pelo cdlculo da mobilidade eletroforética, obtida das
velocidades das particulas coloidais frente a aplicacdo de um campo elétrico.

As técnicas baseadas em LDV (Laser Doppler Velocimetry) usam a natureza
ondulatéria da luz como ferramenta para determinacdo da velocidade das particulas no
fluido. O cruzamento de dois feixes de lasers de mesmo comprimento de onda produz
um padrao plano de interferéncia com regides construtivas e destrutivas. A velocidade
das particulas no fluido é medida quando essas atravessam o padrdo de interferéncia,
espalhando a luz em todas as dire¢des. A luz espalhada é coletada por um detector,
sendo que a freqlUéncia dessa luz corresponde ao deslocamento Doppler que é
proporcional a componente da velocidade das particulas perpendicular ao plano do
padrdo de interferéncia. A medida nas trés dire¢Ges resulta da utilizacdo de trés padrdes
de interferéncia diferentes (THARWAT F., 2005). A Figura 2.12 mostra um diagrama da
parte 6ptica utilizada para medir o potencial zeta do equipamento Zeta Plus da empresa

Brookhaven.

H Laser Diode
Modulator

31
M2 Beam Splitter

Reference Beam)| Light Scattered
at 15 degrees

PMT Beam
Combiner
52
Ml
Mitror
Sample Cell Holder
Si.nsle Mode Fiber
at 90 degrees

Figura 2.12: Diagrama de bloco da parte ética Heterodyne utilizada para medicao de
potencial zeta no equipamento Zeta Plus da Brookhaven Instruments Corporation,
(adaptado do manual “Instruction Zeta Plus”).
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2.12 Distribuicao do Tamanho de Particula por Espalhamento Dinamico
de Luz

Uma grande parte das aplicagdes de materiais particulados é realizada com fases
altamente monodispersas. Nestes casos, os métodos de caracterizacdo sdao de grande
importancia, seja na selecdo do material adequado para determinado processo, seja no
controle de qualidade do produto fabricado. O tamanho e a distribuicao de tamanho de
particula afetam as propriedades importantes dos coldides, como reologia de
suspensdes, area superficial e densidade de empacotamento. Quando um feixe de luz
atinge as particulas suspensas em um meio, esse feixe é espalhado e muda de direcdao
em relagdo ao feixe incidente. A intensidade da luz espalhada em um dado angulo
depende do comprimento de onda da luz incidente, do tamanho e forma das particulas,
das propriedades dpticas das mesmas e do angulo de observagdo (JIM W., 2004).

E importante ressaltar que a medida de tamanho de particula depende do indice
de refracdo do material, dado a ocorréncia de difracdo do laser (Brookhaven
Instruments Corporation 90Plus/BI-MAS). Um parametro muito importante nos
resultados de espalhamento dindmico é o indice de polidispersividade. Para indices
acima de 0,7 os resultados obtidos para espalhamento dinamico ndo sdo confidveis, pois
se relacionam a amostras bastante polidispersas. indices abaixo de 0,08 compreendem
materiais quase monodispersos. A técnica DLS, assim como todas as técnicas
granulométricas, pode ser usada para monitorar a aglomeracdo das particulas. Nesse
caso o que é determinado é o tamanho do aglomerado, e nao da particula individual,

sendo uma importante ferramenta na investigacao do grau de dispersao de suspensoes.

2.13 Ceramicas de Fosfato de Calcio

As bioceramicas de fosfato de calcio tém sido amplamente utilizadas durante as
ultimas décadas em aplicacoes médicas, ortopédicas e odontoldgicas. Em termos de
morfologia esses materiais sdo processados como materiais densos e porosos, para a
reposicdao e reparacdo do tecido dsseo, e recobrimentos em implantes metalicos

(HERRERA et al., 2007). A grande biocompatibilidade dos fosfatos de calcio deve-se a
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sua similaridade quimica com a fase mineral do tecido ésseo, que é constituida por uma
hidroxiapatita carbonatada com baixa cristalinidade, contendo tragos de vdrios
elementos quimicos (Na, K, Fe, Zn, etc) (BECKER et al., 1968).

Uma forma conveniente de classificar os fosfatos de calcio é através da razao
molar entre os atomos de célcio e fosforo (Ca/P), a qual varia de 1 a 2,0 conforme
mostra a Tabela 2.2. Os fosfatos de calcio podem ser sintetizados a partir de solugdes
contendo ions Ca?* e PO, sob condicbes alcalinas ou acidas por métodos em via Umida
de: sol-gel (SOPYAN et al., 2008), Hidrotermal (MURAKAMI, et al.,2008), Biomimético
(ROVERI et al., 2010), Coloidal (TIAN et al., 2007).

Tabela 2.2: Relagdo Ca/P das fases de apatita (BUDDY D., 2004).

Fosfato de Calcio Férmula Quimica Ca/P
Dicalcio de fosfato dihidratado (DCPD) CaHPO4.2H,0 1,0
Fosfato de dicalcio (DCP) CaHPO4 1,0
Fosfato octacalcico (OCP) CagH2(P04)s.5H,0 1,33
Fosfato tricalcio (TCP) Ca3(P0a4)2 1,5
Hidroxiapatita (HAp) Ca10(P04)s(0OH)2 1,67
Fosfato Tetracalcico (TeCP) CasO(P04)2 2,0

2.14 Hidroxiapatita

Uma das principais caracteristicas da hidroxiapatita, Cai0(PO4)s(OH)2, é sua alta
biocompatibilidade, osteointegracao e osteocondutividade. Além da aplicagdo como
substituinte do tecido ésseo, a hidroxiapatita é utilizada no tratamento de células
tumorais através da substituicdo parcial dos ions Ca?* por ions Fe?*, e em sistemas de
liberacdo controlada de drogas in situ (LIU et al., 2003); muitos autores (HOU et al.,
2009), (KRISANAPIBOON et al., 2006). (TAKASHIMA et al., 2002) e (ENI et al., 2006)
sugerem o uso de nanoparticulas de hidroxiapatitas para remoc¢Ges de proteinas
patogénicas na terapia de purificacdao do sangue.
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O uso da hidroxiapatita ndo se restringe a d4rea médica como material
biocompativel, a hidroxiapatita também é empregada na drea de controle ambiental,
como absorvedor de metais pesados em solos e aguas poluidas (SHAFEI et al., 2004), e
na area de catalise, como catalisador de reacdo (TSUCHIDA et al., 2008).

Os reagentes utilizados para sintetizar a hidroxiapatita sao otimizados de acordo
com cada aplicagdo; varia-se a densidade, razdo Ca/P, composi¢do quimica, tamanho da
particula, tamanho de poros (VAZQUEZ et al., 2010). Por outro lado, a facilidade de
substituir os ions da hidroxiapatita é estudada por diversos grupos de pesquisas para
observar as mudancgas nos parametros de rede, cristalinidade, morfologia, e eventuais

novas aplicacoes.

2.15 Estrutura da Hidroxiapatita

Conforme os dados cristalograficos, a hidroxiapatita pertence ao sistema
hexagonal, com um grupo espacial P63/m. Os parametros da rede da célula unitaria sdo
proximos de a =0,943 nme ¢ =0,688nm. O parametro b, pela definicdo do sistema
hexagonal, é igual ao parametro a.

O sistema hexagonal da HAp contém 10 ions calcio localizados em dois sitios ndo
equivalentes, 4 no sitio | (Cal) e 6 no sitio Il (Call). Os ions de calcio no sitio | estdo
alinhados em colunas, enquanto os ions de calcio do sitio Il estdo em triangulos
equilateros perpendiculares a direcao c da estrutura. Os cdtions do sitio | estdo
coordenados a seis atomos de oxigénio, pertencentes a diferentes tetraedros de PO 4 e
também a trés outros dtomos de oxigénio, relativamente distantes. Os dtomos de calcio
e fésforo formam um arranjo hexagonal no plano perpendicular ao eixo cristalino de
mais alta simetria (eixo c) (BROWN et al., 2000), (MALZAC A., 2008). A representacdo da

formula molecular na célula unitaria é a seguinte:

Ca(D),Ca(I)(PO,)s(OH). (27)

Em um modelo simplificado da superficie, pode-se representar a HAp como um
conjunto de grupos funcionais, onde os pares de ions cdlcio sdo carregados

positivamente, constituindo os sitios célcio (Ca*?), e como aglomerados de atomos de
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oxigénio carregados negativamente que, por sua vez, constituem os sitios fosfato

(po@‘E). As hidroxilas OH", assim como os grupos fosfatos, se apresentam distribuidas
sobre a superficie da hidroxiapatita, podendo se comportar como sitios bdsicos. A Figura

2.13 mostra a célula unitdria da HAp.

Figura 2.13: Estrutura da HAp mostrando a célula unitaria hexagonal contendo 10 ions
Ca?* ocupando duas posi¢des diferentes: seis no sitio Ca(1), alinhados em tridngulos
eqiiilateros perpendiculares a diregao c, e quatro no sitio Ca(2), alinhados em coluna;
tridngulos eqiiilateros de ions 0% e de ions Ca?* estdo ligados entre si por dois ions
fosfato situados em planos perpendiculares a dire¢dao c e outros dois paralelos a esta
dire¢do. Figura adaptada da dissertagdo de doutorado de Santos 2010, (ELLIOTT,
1994).
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2.16 Substituicao na Hidroxiapatita: Zinco e Carbonato.

2.16.1 O Zinco

O zinco é um elemento essencial para todas as forma de vida (BHOWMIK et al.,
(2010), sendo importante na nutricdo e na salde humana. Uma das conseqliéncias
clinicas geradas pela deficiéncia do zinco é o atraso do crescimento, disturbios
neurofisiolégicos, alteragdes no desenvolvimento fetal, além de diarréia e pneumonia.
Este elemento é considerado de grande importancia para a divisdo celular e a sintese de

DNA proteinas.

Miyaiji et al., (2005) relataram que o zinco foi capaz de substituir nos sitios do Ca%* na
hidroxiapatita sob algumas condi¢Ges experimentais. Tang et al., (2009) mostraram pela
técnica de DFT (Density function theory) que o zinco prefere os sitios Ca(II), aos sitios

de Ca(I), na Figura 2.14 mostra-se a estrutura da hidroxiapatita substituida com zinco.

Figura 2.14: Estrutura da hidroxiapatita substituida com zinco. Os atomos nos sitios
Ca(I), Ca(IT), 0, H e Zn s3o mostrados como: esferas amarelas, azul, vermelho, preto
e verde, respectivamente. Os grupos fosfatos sio mostrados em tetraedros cinza.
Figura adaptada de TANG et al., (2009).
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Bigi et al., (1995) relataram que a presenca do zinco na hidroxiapatita provoca uma
reducdo da razdo Ca/P. Segunda Costa A., (2004) os valores de tamanho do cristal ao
longo da direg¢ao (002) e (300) da hidroxiapatita substituida parcialmente de zinco foram

inferiores aos da hidroxiapatita e € mostrado na Tabela 2.3

Tabela 2.3: Valores de tamanho de cristalitos da HAp substituida com 5% molar de

zinco nas diregdes (002) e (300) (COSTA A., 2004)

Amostras (002) (300)
HAp 12,3 nm 17,6 nm
ZnHAp 11,2 nm 7,8 nm

Estudos de adsorcdo de albumina na HAp e na HAp substituida com Zinco
(Mavroupoulos et al., 2010) concluiram que a presenca do zinco na hidroxiapatita
aumenta em cerca de 40% a adsorgdo da albumina, independemente da distribuigao

preferencial do metal na superficie ou no bulk.

2.16.2 O Carbonato

Zhou et al., (2007) relataram que o teor de carbonato no osso natural estd ao redor
de 4-8%, e é comprovado que a concentragao de carbonato no tecido 6sseo é
dependente da idade. Segundo os autores, ocorre uma variacdo na forma estrutural
predominante de carbonato apatita no tecido ao longo dos anos, sendo a carboapatita
tipo A encontrada em maior concentragdo nos 0ssos velhos, e da carboapatita tipo B nas
pessoas jovens.

Um estudo preliminar realizado por Takashima et al.,, (2002) indicou que a
carboapatita tem maior capacidade de adsorcdo da B2 microglobulina, patégeno
encontrado na sangue, comparado com a as amostras de HAp. Além disso, a presenca
de carbonato estd diretamente relacionada ao processo de adsorcao dessa molécula; o

aumento do teor de carbonato aumenta a capacidade de adsorcdo do material. A partir
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destes resultados o autor sugere aplicacdo do material em sistemas de purificacdo de
sangue.

Doi et al., (2003) sintetizaram com sucesso carboapatita e confirmaram, tanto
em condigoes in vitro como in vivo, a sua reabsorcdo pelos osteoclastos. Por outro lado,
os autores verificaram que ndo ocorreu reabsor¢ao na amostra de hidroxiapatita
estequiometrica. De acordo com a literatura, a carboapatita apresenta uma alta
dissolugdo em comparagdao com a hidroxiapatita estequiometrica em solu¢cdes com
tampdo pH=5,5 e em SBF (KOVALEKA et al., 2008). O aumento da razdao da dissolugao
pode estar relacionado com as microtensdes intrinsicas da substituicdo e do rdio iGnico
efetivo do carbonato no sitio dos grupos fosfatos. Estes resultados podem explicar a
propriedade de reabsorcao do material em relacdo a HAp.

Em termos estruturais, estudos de Miyaji et al., (2005) indicaram que o
carbonato pode substituir tanto os grupos OH como o PO;*, e dependendo desta
substituicdo os parametros da rede da hidroxiapatita apresentam modificacbes. A
substituicdo no sitio da OH™ produz uma expansao no eixo-a e uma diminuicao no eixo-c,
por outro lado, a substituicdo no sitio do PO4 produz uma diminui¢cdo no eixo-a e uma
expansdo no eixo-c. A Figura 2.15 mostra a ocupacao do carbonato no sitio de fosfato,

na estrutura de uma hidroxiapatita parcialmente substituida com Na.

Figura 2.15: Mostra a ocupag¢do do carbonato nos sitios de fosforo. Figura adaptada de

EL FEKI et al., (2000).
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2.17 Adsorgao de Proteinas

As proteinas sdo formadas por longas cadeias de aminoacidos que apresentam
nas extremidades grupamentos funcionais amina NH; e carboxila COOH. Quando em
solucdo, tais grupos tendem a se ionizar por efeito do pH do meio produzindo
grupamentos NH3+e C0O0~. O grau de ionizacdo dessas espécies esta diretamente
ligado ao ponto isoelétrico caracteristico de cada proteina. Quando o pH do meio
encontra-se abaixo do ponto isoelétrico, as proteinas tendem a se carregarem
positivamente exibindo predominantemente grupos NH;". Ao contrario, quando o pH
do meio estd acima do ponto isoelétrico, as proteinas exibem em sua maioria grupos
COO0~. No ponto isoelétrico (pH = ponto isoelétrico = IEP) o balango total de cargas é
zero (LUO et al.,, 1998). A Figura 2.16 mostra o modelo espacial da molécula de

albumina de soro com os residuos basicos, acidos e neutros.

Figura 2.16: Mostra o modelo de preenchimento espacial da molécula de albumina do
soro com residuos basicos coloridos em azul, residuos acidos em vermelho e residuos
neutros em amarelo. (A) vista frontal, (B) vista traseira, (C) lado esquerda, (D) lado

direito. Figura Adaptada de CARTER et al., (1994).
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Os estudos de adsorcao de proteinas na superficie de biomateriais ajudam a
esclarecer alguns dos eventos que ocorrem apds a implantagdo de um biomaterial no
organismo. Na realidade, podemos resumir esses eventos em trés estagios: a) interagao
biomaterial-fluido biolégico (adsor¢dao de ions), b) interacdo biomaterial-proteinas
(formacdo de camada proteica na superficie do biomaterial) e c) interacdo celulas-
camada proteica, a Figura 2.17 ilustra estes eventos. Além da formac¢do de uma
interface entre o implante e o tecido, a adsor¢do de proteinas também ocorre de uma
forma natural no organismo como, por exemplo, na formagao de uma pelicula de

esmalte que protege os dentes contra microorganismos (HUGHES et al., 1994).
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Figura 2.17: llustragcdao esquematica do processo de eventos que acontece depois da

implantacdo de um biomaterial. Figura adaptada de KASEMO B., (1998).
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Yin et al. (2001) estabeleceram muito bem que as moléculas bioldgicas
interagem com a superficie da hidroxiapatita por forcas de ligacdo eletrostaticas, sendo
este um fator determinante nos processos de adsorc¢do. Os residuos acidos da proteina
sdo adsorvidos nos sitios C- da hidroxiapatita e os residuos bdasicos sdo adsorvidos nos
sitios P- da hidroxiapatita. Assim como a proteina, a hidroxiapatita também apresenta
ponto isoelétrico, pois sua superficie possui grupos polares sujeitos a dissociacdo e a
protonagdo, o que reforca a teoria que o fator determinante na adsor¢do seria a
interacdo eletrostatica. Uma forma de investigar a interacdo de proteinas pela HAp é
através do estudo do potencial zeta, antes e apds a adsor¢gdo de uma proteina pela
superficie da HAp.

A Albumina (BSA) foi utilizada como proteina modelo em sistemas biomimeticos
(Bezerra et al., 2003). E a proteina mais abundante no sangue bovino (Concentracdo
tipica de 50 mg/mL) e possui uma estrutura similar 4 estrutura da Aloumina dos seres
humanos (HSA). A BSA é uma cadeia polipeptidica simples de 583 residuos de
aminodcidos e trés dominios. A BSA é capaz de formar dimeros, principalmente em altas
concentragdes ou na forma cristalizada. O ponto isoelétrico (PI) da BSA esta em torno de

4,7 -5 sendo carregado positivamente para pH < Pl (Vasconcelos 2007).

A insulina (INS) é a hormona responsavel pela reducao da glicemia (taxa de
glicose no sangue), ao promover o ingresso de glicose nas células. Esta é também
essencial no consumo de carboidratos, na sintese de proteinas e no armazenamento de
lipidios (gorduras). O ponto isoelétrico (Pl) da INS esta em torno de 5,5 sendo carregado

negativa para pH > PI (Farinas C., 2001).
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Capitulo 3

Materiais e Métodos

3.1 Sintese da Hidroxiapatita ( HAp)

A sintese das HAp foi realizada através de precipitacdo por via Umida a partir de
duas solugdes aquosas: o nitrato de célcio tetra hidratado Ca(NO 3),.4H,0 como primeira
solucdo (solucdo A) e o fosfato de diamonio (NH4)2HPO4 como segunda solucdo (solucao

B).
10Ca(N0O,),4H,0 + 6(NH,),HPO,Ca,,(PO,) . (OH), 4+ H,0 4+ NH,NO, (28)

A concentracdo dos reagentes foi fixada para a producdo de uma Hidroxiapatita
estequiométrica com razdo Ca/P de 1,67. A solucdo de célcio foi mantida dentro do
meio reacional, enquanto que a solucdo de fésforo foi gotejada sobre a primeira
solugdo. Uma solucdo de hidréxido de amonio concentrado foi utilizada para manter o
pH do meio reacional alcalino. Os parametros de precipitacdo, tais como a temperatura
de sintese, pH, velocidade de adicdo e de agitacdao dos reagentes e tempo de digestdo

foram controlados durante a sintese.
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3.1.1 Condigbes de Precipitacao
+» Temperatura: 90°C - 37°C (sistema misto de aquecimento e dedo frio via troca de

calor por dupla camisa de 6leo de silicone no reator).

X/

+» Para manter o pH: 10-11 foi usado hidréxido de amdnio concentrado ou

hidroxido de potéssio a um fluxo de 6.0 ml/min em Bomba Masterflex).
¢ Adicdo de solugdo B: Fluxo de 30.0 ml/min em Bomba Masterflex.

+» Agitacdo mecanica: agitador lka com aproximadamente 240 rpm de agitacao.

X/

+» Digestdo: Ao fim da reacdo, a solugao é mantida por 2 horas apenas em agitacao

mecanica na mesma rotagao.

3.1.2 Filtragao, Lavagem e Secagem do Precipitado da HAp

Apds o periodo de digestao, o precipitado passa pela etapa de filtracdo, onde se
utiliza um funil Buchner, um Kitassato e uma bomba de vacuo Edwards. O precipitado é
lavado até alcancar o pH de 7,0. Apds a lavagem o precipitado é seco em estufa a 100° C
por 24 horas. Passada a etapa de secagem, o pd é macerado, com grau e pistilo, e
peneirado em dimensdes de aproximadamente 210 micra. Ao final deste
processamento o material é estocado em dessecador a fim de evitar a absorcdao de

umidade.

3.2 Sintese da Hidroxiapatita Substituida com Zn?* (HAp:Zn?%")

Os pds da bioceramica de HAP:Zn?* foram produzidos de forma similar da HAp,
através de uma solucdo contendo nitrato de zinco, Zn(NO3),.6H20, e nitrato de calcio,
Ca(NO03)2.4H,0. Posteriormente esta solucdo é gotejada em um recipiente contendo

solucdo de fosfato de amonio dibasico.
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Solugdes de nitrato de calcio e nitrato de zinco com concentragdo total de cations de
0,2M s3o utilizadas, a fim de produzir amostras de HAp:Zn?* com a concentra¢do molar

. ~ zn
de aproximadamente 5%, mol% de Zn?*, calculadas pela razdo molar (z C
n 8

). Estas

porcentagens sdo calculadas a fim de obter o produto final em forma de pdé de

Ca,, Zn, (PO,).0H,, onde x indica a fragdo de Zn incorporada na solugdo.

3.3 Sintese de Hidroxiapatita Substituida com ions Carbonato.

HAp:CO.>

A preparagao da hidroxiapatita carbonatada nanoestruturada foi realizada por via
Umida, a partir da adicdo de uma mistura de 0,25M de fosfato dibasico de amoénio
((NH4)2HPO4) e de 0,053M de carbonato de amoénio ((NH4);CO3), com auxilio de uma
bomba peristdltica, sobre uma solucdo de nitrato de célcio 0,42M (Ca(NO 3)2. 4H;0). A
temperatura de sintese utilizada foi de 37°C, mantendo-se o pH igual a 12 por
gotejamento de uma solugdo de KOH 10 mol/l com auxilio de uma bomba peristaltica.
Estes dois parametros foram rigorosamente controlados.

Ao fim da adicdo, a mistura permaneceu em temperatura constante e sob agitacdo
por 2 horas. Apds a digestdao, o material foi filtrado a vacuo e lavado com H,0 Milli-Q
para retirar o excesso de base e qualquer carbonato que ndo tenha reagido até que o
pH do filtrado ficasse em aproximadamente 7. O sdlido obtido foi seco em estufa a
100°C por 24 horas. Esse procedimento foi realizado na preparacdo de todas as

amostras, finalmente o sélido foi macerado e peneirado em peneira < 74 micra.

3.4 Sorgoes das Proteinas nas Amostras

Amostras Utilizadas

+* HAp sintetizada a 37°C;
% HAp:Zn?* sintetizada a 37°C;
%+ HAp:COs? sintetizada a 37°C.
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Proteinas Utilizadas

R/
0‘0

Albumina (BSA) e Insulina (INS)

Método de sor¢do das proteinas

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

As duas proteinas foram utilizadas em solugdo com concentragdes a 1mg/ml.
A BSA é estocada na forma de pd, entdo, pesou-se 0,100g de BSA e
avolumou-se até 100,00ml| em baldo volumétrico.

A insulina é estocada em solugdo com concentragao original de 10mg/ml.
Logo foi diluida 5:50.

As amostras HAp, HAp:Zn?*, HAp:COs? ficaram em estufa durante 24h para
retirar a umidade e entdo, pesou-se 0,200g de cada amostra.

O tempo de sorcdo foi de 24h, sob agitacdo, com uma proporcao de 1:8 HAp
:proteina.

A quantificacdo do teor sorvido foi feito em espectrofotémetro de UV-
VISIVEL. (A=278nm) tanto para BSA, como para INSULINA.

A razdo entre a massa da amostra e o volume da solucdo foi de 0,200g para
16,00 ml.

Apds a sorcdo de 24h, as amostras foram centrifugadas a 3000rpm por 5min,
logo foi retirada uma aliquota do sobrenadante e reservado para posterior
guantificacdo.

O p¢ foi lavado com agua Milli-q por mais 1h. Novamente foi centrifugado e
sobrenadante descartado. As amostras permaneceram em estufa com

temperatura controlada (37°C) por 4 dias para secagem.

3.5 Caracterizagao por Difragdao de Raios X (XRD)

As

amostras foram preparadas por trituracdo dos aglomerados e

posteriormente, através do peneiramento obteve-se uma granulométrica menor ou

iguala 210um.

Nos processos de intera¢do dos raios X com a matéria os feixes de radia¢do sdo

desviados mudando sé as dire¢des da onda incidente quando eles passam por espacos

49



proximos aos do tamanho do comprimento de onda A da radia¢do. A Figura. 3.1, mostra
uma seccdo de um cristal com seus atomos dispostos em um conjunto de planos
paralelos A, B separados por uma distancia dpx. Estes raios X ao interagir com o material
serd observada difracdo quando ocorrer interferéncia construtiva entre os raios
difratados. Esta condicdao sera satisfeita quando a diferenca do comprimento dos
caminhos entre raios X adjacentes for igual a um numero inteiro ) de comprimentos

de onda (A). A relagdo que demonstra esta condi¢cdo é a equagao de Bragg.
nl =2dsinf (29)

Esta lei de Bragg, a Eq. 29 é a base para as analises de cristalografia dos
materiais, sendo usada para a identificacdo das posicdes angulares dos picos de difracdo
e a localizacdo dos planos cristalograficos, determinando assim as possiveis fases
presentes nela. A partir dela também é possivel determinar pardametros
microestruturais do material, tais como o tamanho médio dos cristalitos e as tensbes

presentes nos cristalitos. Figura 3.1 apresenta o modelo de Bragg.

& */ = é.//
.f /\d

e

d (hkl) ‘T |
',._of-,o.,o-. o_p . d (hki

— — —

Figura 3.1: Descricao do modelo de Bragg para planos formados com distintos tipos de
atomos. Figura adaptada da pagina virtual do Departamento de Cristalografia do
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas (CsIC).

http://www.xtal.iqfr.csic.es/Cristalografia/
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A equacdo de Scherrer (B.D. Cullity 1967), Eq. 30, estabelece a relagcdo entre a
largura de linha (3), associada a um pico em uma dada reflexdo (hkl) e o tamanho
médio dos cristais (D) segundo a referida diregdo. B, é o dngulo de Bragg para a
reflexdo ald o domprimento de onda da radiacdo X.

Dig = 954 (30)
BcosBy

A largura e a forma dos picos de um difratograma é o resultado da combinagao
de fatores instrumentais além dos fatores baseados na microestrutura das amostras. Os
fatores instrumentais estao relacionados com o carater monocromatico, divergéncias no
feixe e largura das janelas, entre outros. As caracteristicas estruturais das amostras
contribuem para as larguras de linha dos picos; cristalitos com tamanhos da ordem
entre 10 e 500nm produzem padrdes de difragdo bem definidos, enquanto cristais
menores que 10nm produzem reflexdes difusas e com maior largura nos picos,
chegando a ser dificil distinguir-se suas intensidades frente ao nivel da radiacdo de
fundo. Foi utilizado neste trabalho um difratbmetro da marca X’'Pert Pro Panalytical do
CBPF, com feixe de radiagdo Ka do Cu (A = 1,54056 A) operando no regime 45 kV/40 mA,
no intervalo de varredura 22 entre 10 ° e 80 °. fenda incidente e divergente de 1°, e

passos de 0.05°.

3.6 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR)

Para este estudo foram confeccionadas pastilhas de KBr com 1% de cada tipo de
po ceramico. As pastilhas foram prensadas em prensa mecanica com forca de 8
toneladas por 8 minutos.

As técnicas espectroscopicas sdo usadas para estudar a interacdo da radiacdo
eletromagnética com a matéria, sendo um dos seus principais objetivos o estudo dos
niveis de energia dos atomos ou moléculas. Normalmente as transi¢coes eletrénicas sdo
situadas na regido do ultravioleta ou visivel, enquanto as vibracbes moleculares na
regido do infravermelho e as rotacionais na regido de microondas. A regido do

infravermelho (100 a 10000 cm™?) pode ser dividida em regides quanto a seu nimero de
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onda, sendo a regido do infravermelho médio (4000 a 400 cm™) a mais usada em
medidas de espectroscopia.

As vibragdes moleculares também podem ser classificadas em deformacao axial
(ou de estiramento) e deformacdo angular, e podem ser simétricas ou assimétricas,
Figura 3.2 e Figura 3.3 apresentam os modos de vibracdo da molécula da 4gua e do

grupo fosfato.

/a\ \/f\ . /‘\_’

3657 e’ 1595 et % 56 cmr'!
estiramento  deformacao estiramento
sunétrico(vy) sumetrico(v,) assimetrico (v;)

Figura 3.2: Modos de vibragao da molécula de agua.

vl 2 V3 V4

Figura 3.3: Modos de vibragdo do PO>.
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Na Figura 3.4 mostra-se o espectrdmetro Shimatzu, modelo IR-PRESTIGE-21 do
CBPF, operando no modo de transmissdao que foi utilizado nas medidas de FTIR das

amostras na forma de pé e pastilhas.

Figura 3.4: Espectrometro de FTIR acoplado ao microscopio AIM8800.

A importancia em aplicar-se o FTIR em materiais como a HAp deve-se ao fato de
esta técnica pode identificar os grupos funcionais através da comparacdao dos modos
vibracionais com padrdes existentes na literatura. Além disso, a espectroscopia FTIR
permite identificar alteracdes na composicdo da hidroxiapatita e possiveis modificacdes
nos diferentes grupos moleculares, devido a modificacdo das superficies das
nanoparticulas. Esta técnica pode identificar a substituicdo dos grupos OH e (PO4)3
pelos grupos (COs)2 através da presenca das bandas de absorc¢3o caracteristicas (ELLIOT,

1994).

3.7 Distribuicao do Tamanho das Particulas por Espalhamento Dinamico de
Luz (DLS) e Potencial Zeta por (LDV).

Para as medidas do tamanho das particulas e do potencial foi utilizando o
equipamento ZetaPlus / Brookhaven Instruments, que baseia-se na técnica LDV (Laser

Doppler Velocimetry) para medidas de potencial zeta e DLS (Dynamic Light Scattering)
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para medidas de tamanho de particula. As medidas foram realizadas utilizando-se
solugbes contendo 10mg da amostra em 10 ml de KCI 1mM, depositadas em tubos
corning com capacidade de 50 ml, a importancia deste comprimento é garantir a
homogeneidade das particulas dispersar no sobrenadante. As amostras passaram por
um tratamento de ultrasom de alta poténcia por 3 minutos para desaglomerar as
particulas. Apds o tratamento, as solucdes eram deixadas em repouso por duas horas a
fim de retirar das suspensdes o material particulado mais pesado. Para verificar a
reprodutibilidade do experimento e avaliar os erros de medida foram realizadas 03
medidas de cada amostra. O potencial zeta de cada amostra foi medido em 05 valores
de pH, no intervalo de pH=5 a pH=9. O pH das solucdes foram ajustados pela adicdo de

NaOH (0,01M) e HCI (0,01M) a solugao.
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Capitulo 4

Resultados e Discussoes

A técnica de medida do potencial zeta, P({), tem sido pouco explorada por
grupos brasileiros que trabalham com fosfatos de calcio e suas aplicagdes como
biomaterial. Esta técnica é de suma importancia no estudo de sistemas coloidais tal
como a hidroxiapatita, pois ela é capaz de detectar modificacbes na superficie de
nanoparticulas de HAp quando suspensas em meios com diferentes composicdes, pHs e
forcas idnicas. Ela permite ainda detectar a influéncia de moléculas tais como amino
acidos e proteinas na carga da superficie da hidroxiapatita. Neste capitulo sdo
apresentados os resultados da caracterizacdao estrutural — XDR e IFTR — dos pds
nanoestruturados da hidroxiapatita e hidroxiapatita substituida parcialmente com os
ions 603‘2 e Zn™*, antes e ap6s a adsor¢do de albumina e insulina. Posteriormente, s3o
apresentadas e discutidas as medidas de potencial zeta realizadas nas amostras, tendo
como base os resultados previamente obtidos na literatura com amostras de fos fatos de

calcio. (LANDI et al., 2003), (EUIl et al ., 2006)
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4.1 Hidroxiapatita Sintetizadas em Diferentes Temperaturas

4.1.1 Caracterizagao Estrutural

Hidroxiapatita Sintetizada a 90°C

O difratograma de XRD do pd da amostra de HAp sintetizada a 90°C é mostrado
na Figura. 4.1. Observa—se a presenca dos picos caracteristicos da estrutura hexagonal
da hidroxiapatita com alto grau de cristalinidade. A posicdo dos picos do padrdao XRD
experimental é similar a posicao das reflexdes do difratograma da HA p correspondente
a ficha ICDD-PDF-09-0432. N3o foram detectadas reflexdes referentes a outras fases
cristalinas de fosfatos de calcio.

A Figura 4.2 mostra o padrao de difracao na regidao de §entre 22° e 32°. O pico 8
= 25.86° foi usado para determinar o tamanho médio dos cristais segundo o plano (002).
Usando-se a equacdo de Scherrer, Eq.30, o valor obtido para o tamanho médio de um
cristal segundo o plano (002) foi de 84nm, ja sendo corrigido o erro instrumental pelo

do equipamento usando o difractograma do Si640C (BURCU et al., 2008).
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Figura 4.1: Difratograma de XRD da amostra HAp sintetizada a 90°C.
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Figura 4.2 Largura da linha na orientagao (002) da HAp sintetizada 90°C.
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Figura 4.3: Espectro do infravermelho da HAp sintetizada a 90°C.
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O espectro de infravermelho da hidroxiapatita sintetizada a 90°C, Figura 4.3,
mostra banda em 3571 ¢m ™! indicando a presenca do estiramento da ligacdo O-H
estrutural e o modo de vibragdo livre dos grupos OH- associado a banda em 631  ¢m™*
(KOUTSOPOULOS 2002); bandas em 1096, 1032, 963, 604, 568, 471 cm ™' indicando a
presenca dos grupos PO, 3. Estas bandas sdo caracteristicas da HAp (JEVTIC et al.,
2008). A presenca de uma banda larga em torno de 3429c¢m™' e outra banda de

1635¢m~taponta a presenca da d4gua adsorvida na estrutura da HAp90

(KOUTSOPOULOS 2002).

Hidroxiapatita Sintetizada a 37°C

O padrao de difracdo da amostra sintetizada a 37°C é mostrado na Figura. 4.4.
Ele também apresenta reflexdes tipicas da hidroxiapatita conforme ficha ICDD-PDF-09-
0432. Picos relativos a outras fases cristalinas ndo sdo detectados. Obs erva-se um
grande alargamentos dos picos de difracdo em relagdo a amostra sintetizada a 90°C
indicando que o abaixamento da temperatura de sintese leva a um desordenamento da
estrutura e uma diminuigdo da cristalinidade do material. A Figura 4.5 mostra o pico em
0 = 25.86° usado para se obter o tamanho médio dos cristalitos segundo o plano (002).
Usando-se a equacdo de Scherrer Eq.30 encontramos um valor para o tamanho médio
dos cristalitos de 39nm, ja sendo corrigido o erro instrumental do equipamento usando

o difractograma do Si640C (BURCU et al., 2008).
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Figura 4.4: Difratograma de XRD da amostra HAp sintetizada a 37°C.
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Figura 4.5: Largura da linha na orientagao (002) da HAp sintetizada 37°C
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Figura 4.6: Espectro do infravermelho da HAp Sintetizada a 37°C.
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O espectro de infravermelho da hidroxiapatita sintetizada a 37°C, Figura 4.6,
apresenta bandas em posi¢cdes similares a amostra sintetizada em 90° C: bandas em
3566¢m ™t indicando a presenca do estiramento da ligagio O-H estrutural; 1089, 1033,
962, 603, 565, 472cm "t indicando a presenca dos grupos PO, % (JEVTIC et al., 2008) e

bandas largas em 3442¢cm ™t e 1643cm ™! devido a 4gua adsorvida.

A existéncia de uma banda em 1421cm ™! e 873cm ™! deve-se a presenca do
grupo C0;~* substituindo os grupos PQ,”3. Estas bandas sdo caracteristicas da
hidroxiapatita carbonatada do tipo B (ELLIOT et al., 1994). A incorporagao de grupos
carbonatos na hidroxiapatita é bem conhecida e é favorecida pelo método de producdo
do material: precipitacdo por via Umida com adi¢ao controlada dos reagentes (FLEET et
al., 2005). Estudos demonstram que as bandas de carbonato na HAp estdo intimamente
relacionadas com mudancas na forma e no tamanho dos cristais, ja que a substituicdo
do C0;™ % em sitios de P03, causa a contragdo do eixo-a e expansdo do eixo-c da cela

unitaria (COSTA A., 2004).

4.1.2 Potencial Zeta

Muitos artigos tém sido publicados na literatura envolvendo medidas do
potencial zeta da hidroxiapatita. Os resultados apresentam grande variabilidade porque
as amostras estudadas sdao produzidas em diferentes condi¢bes experimentais e as
medidas sdo realizadas em meios com diferentes forcas i6nicas. Além disto, sdo
utilizadas amostras de hidroxiapatita com diferentes caracteristicas fisico-quimicas
(cristalinidade, Ca/P, etc). Deve-se também levar em conta que a HAp é sistema
dinamico; quando colocado em um meio aquoso o material apresenta dissolugcdao de
seus componentes bdsicos (Ca%*, PO,> e OH’). Esta caracteristica pode alterar o
comportamento do potencial zeta do material. Alguns exemplos que ilustram este fato
sdo apresentados a seguir e servirdo como base para a discussdo dos resultados obtidos
nesta dissertacdo, que teve como foco a determinacdo do potencial zeta e do ponto
isoelétrico de amostras de HAp com diferentes cristalinidades (HAp90, HAp37) e

substituicGes, antes e apds a adsorcao de proteinas.
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A hidroxiapatita sintetizada em T = 70°C e pH =10 foi estudada por Kyriaki et al.,
(2006). Os autores obtiveram uma HAp com razdo Ca/P de 1,71+0,05, area superficial
especifica de 23m?/g, e tamanho médio dos aglomerados de 8.3um, As particulas eram
formados por aglomerados de cristais de 50nm a 150nm. O potencial zeta foi medido
em solugdo de 0,01M KNOs. O ponto isoelétrico, IEP, da HAp situou-se préoximo a pH=6 e
a funcdo que descreve seu comportamento com o pH seguiu a curva experimental da

Figura 4.7.
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Figura 4.7: Varia¢ao do potencial zeta da HAp com o pH ( T=25 ). Figura adaptada do
artigo de KYRIAKI et al., (2006).

Kandori et al., (2007) mediriam P(£) em fung¢do do pH de amostras de HAp ndo
tratada e tratada com 4cido pirofosférico (PPa). A HAp foi sintetizado por via Umida,
adicdo dos reagentes por 24horas, temperatura de sintese de 25 «C e secagem em
estufa por 48H a 100°C. O material apresentou leve deficiéncia em calcio (razdo molar
de Ca/P = 1,64) e uma éarea superficial especifica de 93,1m?/g. A Figura 4.8 mostra que
a HAp ndo apresenta carga positiva da dupla camada e um ponto isoelétrico na regido
5<pH< 12. Os resultados obtidos pelos autores divergem daqueles obtidos por Kyriaki et

al., (2006).
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Figura 4.8: Variagdo do potencial zeta da HAp com varias concentragdes de

(PPa),(O)Ndo modificado, (0)2, (A)4, e ([)6. Figura adaptada do artigo de KANDORI et

al., (2007).

Zhang et al., (2006) mediram o P({) de uma hidroxiapatita com um alto grau de

cristalinidade utilizando uma solucdo com forca idnica de 0,001M de KCl. O ponto

isoelétrico encontrado foi de pH= 7,0 e o comportamento do potencial zeta com o pH,

Figura 4.9, apresenta diferenca com os encontrados Kandori et al., (2007). O ponto

isoelétrico obtido por Zhang et al., (2006) difere do de Kyriaki et al., (2006).
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Figura 4.9: Variagcdo do potencial zeta da HAp com o pH ( T=25°C). Figura adaptada do

artigo de ZHANG et al., (2006).
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Rodriguez et al., (2000) sintetizaram uma HAp a 9C° C, pH 10 sem dispersantes
no meio reacional e com dispersantes de diferentes naturezas. O material apresentou
uma razdo molar de Ca/P = 1,67 e area superficial especifica que foi 51m?/g. O potencial
zeta da HAp foi determinado em diferentes pH baixo uma forga idnica de 0,001M de
KCI. A curva do potencial zeta com o pH é mostrada na Figura 4.10 abaixo. O ponto

isoelétrico do material foi de pH=7,3.

Zew potential
(mV)

10

20

. & D,
> \“\\:‘
<30 \r—-—— = !

-

e —
1 . . s
-40 | —— No dispers ——DispexA40 -g-TrnpoliNa |
-

%~ Dolapix CE 64 -e-Targon 1128 4 Duramax3005 -#- Tiron

pH

Figura 4.10: Variagao do potencial zeta da HAp com o pH na auséncia e na presenga de

diferentes dispersantes. Figura adaptada do artigo de RODRIGUEZ et al., (2000).

As amostras analisadas neste trabalho de dissertacdo passaram por um processo
de desaglomeracdo (ver item 3.7) antes das medidas do potencial zeta, pois a
reprodutibilidade e incerteza dos resultados dependem da distribuicdo do tamanho das
particulas em suspensdo na solucdo. Quanto menor for o tamanho dos aglomerados e
mais estreita for a distribuicdo de tamanho das particulas, mais preciso sera o valor do
P(£). No anexo | sdo apresentados os valores dos tamanhos médios dos aglomerados de
todas as amostras. As amostras HAp90 e HAp37 foram colocadas em suspensdo na
solugdo de 1mM de KCI por duas horas, antes da medida de P(Z). Este procedimento
visou assegurar que o equilibrio idnico (intercambio de ions com a solugdo) havia sido
atingido. A Figura 4.11 mostra os valores experimentais do P( ¢) das amostras HAp90 e

HAp37 em funcdo do pH da solugao.
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Figura 4.11: Potencial zeta das amostras HAp90 e HAp37 em fungao do pH.

A Figura 4.11 revela que o potencial zeta da amostra de HAp90, possui valor muito
positivo para baixos pH ( pH = 5.27) comparado com RODRIGUEZ et al., (2000). Isto
indica uma adsorcao de ions H* da solugcdo pelos sitios negativos da superficie da
hidroxiapatita, formando uma dupla camada com polaridade positiva. A medida que o
pH aumenta, a superficie da hidroxiapatita comeca a adsorver mais ions OH" da solucao
fazendo com isto que o P({) diminua até chegar ao ponto isoelétrico(P(£) =0) do
material, que para a HAp37 ocorre em pH= 7 £ 0,6 obtido de um ajuste da curva
experimental com uma funcdo polinomial de ordem 3. Nesta condicdo, existe um
equilibrio entre as cargas negativas e positivas na dupla camada. Para pH maiores do
ponto isoelétrico a contribui¢cdao dos ions OH" predomina e a superficie da HAp (dupla
camada) se torna mais negativa. A interacdo das espécies iOnicas da superficie da HAp
com os fons H* e OH" da soluc3o pode ser descrita pela seguintes equacdes (VUCINIC et

al., 2010):
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=0H+ HY© = 0H,* 31

=P0, "+ Hte = HPO,_~ 32
= HPO, + HY e = H.PO, 33
=Cat + OH & = CaOH 34

A existéncia de regides de pH onde o P(Z) é negativo e positivo indica que a
superficie da HAp possui sitios de adsorgao negativos e positivos. O comportamento do
P(Z) com o pH da amostra sintetizada a 90°C possui um perfil semelhante aos obtidos
por Kyriaki et al., (2006) e Rodriguez et al., (2000) mas com uma variacao negativa do
P(£) mais assintotica para valores de pH maiores que 6.5. O ponto isoelétrico da amostra
HAp90 é 6,40 £ 0,5 préximo ao da HAp estudada por Kyriaki et al., (2006), mais baixo do
obtido por Rodriguez et al., (2000). Este resultado indica uma maior exposi¢cdo dos sitios
positivos na superficie da HAp sintetizada a 90°C que nas superficies das amostras
estudadas por Rodriguez et al., (2000).

O potenciais zeta da amostra sintetizada em 37 C apresenta um padrao de
comportamento com o pH similar a amostra sintetizada em 90<C. Os valores de P({ sdo
similares para pHs abaixo do ponto isoelétrico (pH<6.5), Figura.4.11. Entretanto, o P({)
da amostra HAp37 apresenta valores superiores a HAp90 para pHs entre 6.75 e 8.0. Este
comportamento do P({) pode ser explicado através das reacbes 31-34, para baixos pHs
ambas as superficies da hidroxiapatita atingem uma condi¢cdo de satura¢do de cargas
positivas (pH=5), isto é, rica em H* (acido). Neste caso, é observada a menor diferenca
entre os valores do P(£) das amostras e todos os sitios superficiais nas amostras HAp90,
HAp37 est3o na forma descrita pela equacdo 31-33. Os sitios de (OH)’, e (PO4)*
controlam a carga da superficie para pHs abaixo de 6,5 tornando a dupla camada
positiva. Para estes pH (acidos) os valores do P({) sdo iguais nas amostras HAp90 e
HAp37, que possuem diferentes cristalinidades e provavelmente diferentes
estequiometria de superficie. Portanto, pode-se concluir que os sitios dos ions fosfatos e
hidroxilas sdo pouco sensiveis a variacbes da cristalinidade e estequiometria da

superficie para pH < 6,5.
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A variagdo do P({) das amostras com o pH, Figura.4.11, indica que a diminuicdo da
temperatura de sintese produziu uma superficie mais negativa em regides de pH
maiores que 7,0. Para valores de pH maiores que IEP a reacdo dos ions OH™ com os sitios
do Ca?* (equacdo 34) é que determina a carga da dupla camada da superficie. A Figura
4.11 mostra que para altos pHs, a superficie da amostra HAp37 apresenta menor
modulo de P(£) que o da amostra HAp90, formando um dupla camada menos negativa
que esta Ultima amostra. Este resultado indica que o sitio do Ca?* é responsavel pelas
variacdes do potencial zeta com a cristalinidade da amostra sendo mais sensivel as
mudancas da estequiometria e da superficie que os sitios dos ions (OH) e (PO4)*. A
diminuicdo do P({) para pH> IEP pode estar relacionado a menor cristalinidade da
amostra Cristalinidade(HAp90)> Cristalinidade(HAp37). A Tabela 4.1, mostra os IEP e 0

tamanho médio dos aglomerados das duas amostras na solugdao de 1mM de KCI.

Tabela 4.1: Valores do ponto isoelétrico (IEP), razdo Ca/P, tamanho médio dos cristais
e aglomerados.

* Razao Tamanhos ** Tamanho
Amostras IEP Ca/pP Cristais Médio
(002) Aglomerados
HAp37 7+0,6 1,67 39nm 3,4um
HAp90 6,4+0,5 1,66 84nm 2,9um

* Valores de IEP obtido por um ajuste da curva experimental com uma fungdo
polinomial de 3 ordem.
** Valores do tamanho médio aglomerados no anexo |

4.2 Hidroxiapatita Substituida por Zinco (HAp:Zn?*)

4.2.1 Caracterizacao Quimica e Estrutural

A andlise quimica elementar da amostra HAp:Zn?* por fluorescéncia de raios-X
mostrou que a concentracdo de zinco na amostra foi de 2.2 % molar. O padrdo de

difracdo da amostra HAp:Zn?* tem os picos caracteristicos de uma hidroxiapatita com
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baixo grau de cristalinidade. Foram realizados refinamentos Rietveld do padrdo de
difracdo obtido por raios-X de fonte de radiacdo sincrotron, com energia de 9 keV. Os
refinamentos (comunica¢dao pessoal da Dra. Gabriela Avilez da B. Gonzdles, Dep. de
Fisica, DePaul University, Chicago, IL.) indicaram que a HAp: Zn?* possui pardmetros de
rede de a=b= 9,4208 e c= 6,8694 com uma concentracdo de 1,6% molar de Zn?*
substituindo o Ca?*. A diminuicdo dos pardmetros de rede da HAp com a substituicdo do
célcio pelo zinco podem ser explicadas pelo raio idnico do Zn%* que é menor que o raio
idnico do Ca%*.

Comparando-se os padrdes de XRD das amostras HAp e HAp:Zn?* sintetizadas a
37¢°C (Figura. 4.4 e Figura. 4.12) verifica-se que a HAp substituida com Zn?* apresenta
picos mais largos que a da HAp e, por conseqiiéncia, menor cristalinidade. A observagao
de que a cristalinidade das apatitas diminuiu com o aumento da substituicdao de zinco na
estrutura da HAp ja havia sido feita por diversos autores tais como Bigi et al., (1995) e
Miyaji et al., (2005). A Figura. 4.13 mostra a largura de 0.3885 do pico 25,92 graus
correspondente a reflexdo (002). Usando-se a equagao de Scherer chega-se a um valor
de 30nm para o tamanho médio de cristal. Este valor é inferior ao tamanho médio de
cristal da amostra HAp (39nm) sintetizada na mesma temperatura.

As Figuras 4.6 e 4.14 mostram os espectros de infravermelho obtidos para as
amostras de HAp37 e HAp:Zn?*. N3o foram verificadas diferencas significativas nos
espectros do infravermelho das duas amostras. A existéncia de uma banda em
1421em™* e 869cm ™ deve-se a presenca do grupo £Q; ° substituindo o sitio dos
grupos PO, "3, caracteristicos da hidroxiapatita carbonatada do tipo B (ELLIOT et al.,
1994). O espectro de infravermelho da HAp:Zn?* mostra bandas em torno de:
3566¢m ™t indicando a presenca do estiramento da ligacdo O-H estrutural; 1093, 1033,
962, 634, 601, 472cm™ indicando a presenca dos grupos PO, %, que sdo tipicas
aquelas descritas para a Hidroxiapatita (JEVTIC et al., 2008). A presenca de uma banda
larga em torno de 3437 cm ™! e outra banda de meia intensidade de 1639 cm~* aponta

a presenca da agua adsorvida.
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Figura 4.13: Largura da linha na orienta¢do (002) da HAp:Zn?* sintetizada 37°C
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42.2 Potencial Zeta (HAp:Zn?*)

O potencial zeta, P(), da superficie de hidroxiapatita substituida por zinco tem
sido pouco estudado por grupos de pesquisa, internacionais e nacionais. Pode-se citar o
trabalho realizado por Eiji et al., (2006) que sintetizaram a hidroxiapatita (T= 60°C,
pH=10) com substituicdo do Ca?* pelo Zn?* em concentracdes de zinco entre 1% a 6% em
massa. Os autores mediram o potencial zeta das amostras em pH= 7.4 e verificaram que
o P(¢) aumentava positivamente com a substituigdo de até 2% em massa do Ca** pelo
Zn**, conforme mostra a Figura 4.15. Para valore maiores que 2% ocorre, segundo
dados dos autores uma diminuicdo gradual do P(Z). Os autores ndo realizaram medidas
do P(£) com o pH. A Figura 4.16 apresenta os valores de P({) para a amostra HAp:Zn?
para diferentes pH. Observa-se que a presenca de Zn** na superficie da HAp ndo
provoca uma mudanca do potencial zeta para valores de pH menores que 6,4. Tabela
4.2. Isto equivale a dizer que a substituicdo de Ca?* por 2.2% molar de Zn?* ndo modifica

a carga da dupla camada formada na superficie da HAp em pHs< 6,4.
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aglomerados das amostras HApZn?*, HAp37.

Tabela 4.2: Valores do ponto isoelétrico, razdo Ca/P e tamanho médio dos cristais e

Razao Tamanhos ** Tamanho
Amostras * |EP Ca/P Cristais Médio
(002) Aglomerados
HAp:Zn*? 6.6+0,6 1,63 29nm 1,9um
HAp37 70,6 1,67 39nm 3,4pm

* Valores de IEP obtido por um ajuste da curva experimental com uma fungdo
polinomial de 3 ordem.
** Valores do tamanho médio aglomerados no anexo |

Tal como foi discutido no item 4.1.2, os valores de P({) para pHs acidos sao
determinados pelas interacdes dos grupos H* e OH com os sitios dos fosfatos e
hidroxilas (equagdes 31-33). E estes sitios sdao poucos sensiveis as variagdes de
cristalinidade e estequiometria da amostra, como foi visto em 4.1.2. Por outro lado, a
substituicdo do Ca?* pelo Zn?* ndo afeta os sitios de (OH) e de (PO4). Estes argumentos
explicam por que a substituicdo do Ca?* pelo Zn?** ndo afeta os valores de P(&) em pHs
baixos.

O comportamento do P(£) muda para pHs maiores que IEP, pois a carga da dupla
camada da superficie da HAp:Zn?* é controlada pela rea¢do dos ions OH™ no sitio
catibnico. Para pHs altos (ver discussao no item 4.1.2) o valor do P({) é muito sensivel a
mudangas no sitio do Ca®*. Portanto, a diminuigdo do P({) observada na amostra HAp:
Zn?* pode ser explicada pela cristalinidade ou pela caracteristica mais covalentes do Zn?*
em rela¢do ao Ca®*, facilitando a ligagdo com os grupos OH™ e contribuindo para tornar
a superficie mais negativa. Como ja mostrado nas reacdes 31-34 (VUCINIC et al., 2010)
a superficie da hidroxiapatita apresenta diferentes espécies ionizaveis que podem se
ligar com grupos H* e OH". Considerando que a HAp:Zn?* é constituida também por ions
de Zn?* é possivel reescrever as reacdes 35-39 tendo-se em conta a presenca deste ion

na superficie:
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=0H+ H'"e = 0H," 35

=P0, "+ H' & = HPO,~ 36
= HPO, + H* o = H.FPO, 37
=Cat+ OH™ © = CaOH 38

=zZn*+ OH™ & = ZnOH 39

4.3 Hidroxiapatita Substituida por Carbonato (HAp:CO ;*)

43.1 Caracterizacao Estrutural

A substituicido do fosfato pelo carbonato (PO4* por CO ;%) forma defeitos
pontuais (vacancias) na estrutura da hidroxiapatita. Para a compensacao de cargas e
neutralidade da estrutura, a substituicdo PO4* por CO3% na HAp induz a formacdo de
vacancias de Ca?* e OH - (KOVALEVA et al., 2006) e facilita a incorporacdo de dgua na
estrutura (IVANOVA et al.,2001). A substituicdo modifica os parametros da rede
cristalina, diminuindo o parametro c e aumentando os pardmetros a e b (BARRALET et
al., 2002).

O difratograma da amostra HAp:COs> sintetizada a 37°C, Figura. 4.17, é
caracteristico de uma hidroxiapatita com baixo grau de cristalinidade. Os alargamentos
dos picos impediram que o padrdao de XRD fosse refinado pelo método de Rietveld.
Entretanto, foi determinado o tamanho médio dos cristalitos segundo o plano (002) da
HAp:CO3%* usando-se a equacdo de Scherrer. O valor calculado foi de 12nm, muito
abaixo daqueles obtidos para as amostras HAp e HAp:Zn?* sintetizadas na mesma
temperatura. Ja sendo corrigido o erro instrumental do equipamento.

A Figura 4.19 mostra o espectro de infravermelho obtido para a amostra
HAp:COs3* As bandas dos grupamentos funcionais da HAp est3o todas presentes no
espectros da amostra. A auséncia da banda de OH em 3571 cm ™t e 630cm ™ indica que

-3

o 603"2 substituiu o grupo PO~ na estrutura da hidroxiapatita, pois a substitui¢do no

72



sitio B gera uma vacancia de Ca%* e de OH ". A existéncia de bandas intensas na regido de
1421em™t e 873¢m ™ revela uma forte substituicdo dos grupos CO5% no sitio dos
grupos PO, ™%, o que é caracteristico da hidroxiapatita carbonatada do tipo B (JEVTIC et
al., 2008). As bandas largas e pouco definidas de fosfato nas regides 590-610cm ! e
1000cm~! indicam que o material possui baixa cristalinidade. A presenca de umas
bandas largas em 3437cm™' e em 1641 ¢m ! aponta a presenca da &4gua de

cristalizagdo na estrutura do material.
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Figura 4.17: Difratograma da HAp:COs?* sintetizada a 37°C.
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43.2 Potencial Zeta da HAp:CO

Existem poucos trabalhos que relatam o comportamento do P({) em
hidroxiapatitas carbonatadas. Um destes estudos foi realizado por Landi et al., (2003)
onde os autores sintetizaram uma carboapatita (CHA) (T=90°C, pH >11), com raz3o Ca/P
=2,01, area especifica superficial 51 m?g. O potencial zeta foi determinado pela técnica
eletroacustica em solucdo com forca i6nica de 0,01M. O ponto isoelétrico da amostra
situou-se entre pH=8 e pH=9. O comportamento eletrocinético da suspensdo da
carboapatita foi comparado com amostras de HAp com diferentes graus de
cristalinidade (Xc) e area superficial especifica (s.s.a), HALA: temperatura de sintese de
35°C, s.s.a=120 m?/g e Xc=20% ; HAHA: temperatura de sintese de 95 °Cs.s.a=35 m?/ge
Xc=80%. Os autores concluiram que o P(f) da CHA possui um comportamento em
funcdo de pH da solucdo similar ao da HAp menos cristalina (amostra HALA). O grau de
estabilidade da HAHA tem um valor maior que a CHA, os pontos isoelétricos da HALA e
CHA s3o maiores que HAHA. Segundo os autores a presenca do grupo de carbonato
muda o comportamento da superficie da HAp, dando origem a uma maior hidrolise
basica: a mudanca composicional é compensada pela diferenca na superficie. Figura
4.20 mostra os valores de potencial zeta versus pH para as amostras de CHA, HAHA e

HALA.
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Figura 4.20: Potencial zeta da HAp e CHA vs pH. Figura adaptada do artigo de LANDI et
al., (2003).

A Figura 4.21 apresenta os valores de potencial zeta da amostra HAp:CO3% em
funcdo do pH e da HAp sintetizada na temperatura de 37°C. Pode-se verificar que as
curvas de P(¢) sdo similares. Esta evidéncia sugere que a substitui¢do do PO4> pelo CO3*
nao altera a reatividade dos sitios de superficie em relagdo a interagdo com ions H* e
OH- . O ponto isoelétrico da HAp:CO3* é de 7,1 + 0,5 préximo ao da HAp e da HAp:Zn?*.
Este resultado indica que as vacancias de Ca?* criadas por compensacdo de cargas no
processo de substituicdao do PO43‘ pelo COaz‘ ndo afetam as cargas da dupla camada da
superficie da HAp37. A Tabela 4.3 Mostra as medidas do ponto isoelétrico, razdo Ca/P e

tamanho médio dos cristais e aglomerados.

Tabela 4.3: Valores do ponto isoelétrico, razdo Ca/P e tamanho médio dos cristais e

aglomerados das amostras, HAp37 e HApCO ;2.

Razao Tamanhos **Tamanho
Amostras *|EP Ca/P Cristais Médio
(002) Aglomerado
HAp37 7+0,6 1,67 39 nm 3,4 um
HAp:COs* 7,1+0,5 2,55 12 nm 3,3 um

* Valores de IEP obtido por um ajuste da curva experimental com uma fungdo
polinomial de 3 ordem.

**Valores do tamanho médio aglomerados no anexo |
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Figura 4.21: Potencial zeta das amostras de HAp:COs% e HAp37 em fung3o do pH.

4.4 Potencial Zeta da HAp e da HAp Substituida por Zinco e

Carbonato, Apds a Adsor¢ao da Albumina e Insulina

44.1 Adsorgao das Proteinas

As medidas do potencial zeta na HAp, HAp:Zn%* e HAp:COs? , apds a adsorcdo
das proteinas BSA e insulina, foram realizadas com amostras sintetizadas em 37¢C,

conforme procedimento descrito no item 3.4.

A Figura 4.22 mostra que HAp37 e a HAp:Zn?* possuem taxas de adsor¢do
similares em relacdo a albumina , enquanto a HAp:CO3?" adsorve uma menor quantidade
desta proteina. Portanto, a substituicdo do Ca?* pelo Zn?* ndo altera a eficiéncia da
superficie na adsor¢do da BSA, enquanto a substituicio do PO4* pelo CO3%* diminui a
capacidade de adsorcdo da HAp37. Deve-se observar que a substituicido do PO4*> pelo

CO4* cria vacancias de Ca®* o que diminuiria os sitios de ades3o da proteina.
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Figura 4.22: Adsor¢do da BSA e da insulina (24 horas) na HAp37, HAp:Zn?* e HAp:CO3*
sintetizadas a 37°C em pH 7,4. Massa inicial de BSA e insulina na solu¢ao igual a 78,96
mg e 117,6 mg, respectivamente.

Nas trés hidroxiapatitas estudas, a insulina apresentou maior adsor¢ao na HAp
gue a BSA., conforme mostra a Figura 4.22. A eficiéncia da adsor¢cdo ndo apresentou
diferencas relevantes entre a HAp37, HAp:Zn%** e HAp:COs* indicando que os sitios de
adsorc3do da insulina n3o s3o afetados pela substituicdo do Ca%* pelo Zn?* e do PO4* pelo
CO%.

As medidas de difracdo por raios X apds a adsorcao de albumina e insulina
mostraram que a estrutura cristalina da HAp nao é alterada pelo processo de adsorcao
das proteinas. O espectro de FTIR da HAp apds a adsorc¢do da albumina e da insulina sdo
mostrados nas Figura 4.23. Na amostra HAp observa-se a banda devido agua em
1645¢cm ™1 . Pode-se verificar que nas amostras de HAp com albumina e insulina ocorre
um deslocamento da banda para 1657cm ™ e 1651 cm ™ * respectivamente, além de um
aumento de intensidade. Este efeito é devido a contribuicdo da banda do grupo Amida |
da albumina e da insulina, respectivamente (MAVROPOULOS et al.,, 2010 a e b). Este
resultado indica que a proteina esta ligada a superficie da HAp. A posicdao da banda da

amida | é usada para monitorar as mudancgas conformacionais em proteinas durante o
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processo da adsorcao (ROACH et al., 2005), as quais poderiam afeitar a atividade
bioldgica da proteina. Uma interacdo forte com a superficie pode mudar a conformacao
da proteina levando ao um desnovelamento ou a desnaturagao da proteina (LEE et al.,
1989). A proteina nativa albumina apresenta banda de amida | entre 1660 -1650cm ~*
(ZENG et al., 1999). O deslocamento da banda da amida | para valores préximos a
1650cm ™~ 1 indica que a interacdo das proteinas com a superficie da hidroxiapatita
produz uma mudanga no estado conformacional da proteina (ROACH et al., 2005).
Brandes et al., (2006) observaram por IR a influéncia da estrutura secundaria de
proteina BSA na adsorgdo na hidroxiapatita e estabeleceram que a regido entre 1642-
1660cm ™t corresponde a hélice a. O espectro de infravermelho da HAp:Zn?* apds a
adsorcdo com BSA e insulina Figura 4.24 mostram bandas em torno de:
1541¢m ™t (Albumina) e 1526¢m ™ (Insulina) indicando a presenca da Amida ll e a
presenca de bandas intensas em 1658cm ™t e 1651cm ™t respectivamente, indicando a
presenca da Amida I. (MAVROPOULOS et al., 2010). A Figura 4.25 mostra o aumento da
intensidade da banda em 1653¢m ™1 associada a Amida | - na amostra HAp:CO #, apds

a adsorcdo da albumina (BSA) e da insulina(INS) na superficie da HAp:CO £
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Figura 4.23: Espectro de infravermelho da HAp37, HAp37+BSA e HAp+INS.
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44.2 Potencial Zeta da HAp37 Apods a Adsorgao da Albumina (BSA) e
Insulina (INS)

A albumina (BSA) e a Insulina (INS) sdo proteinas acidas adsorvidas pela HAp
principalmente por meio da atracdo eletrostatica entre os seus grupos COOH" e os ions
Ca* da superficie da HAp. A adsor¢dao destas proteinas na superficie da HAp foram
investigadas variando-se aspectos fisicos e quimicos do material tais como razdo Ca/P,
cristalinidade, substituicdes cationicas divalentes, e conteldo ions de carbonato na rede
(ZHU et al., 2006), (KANDORI et al., 1995, 2000). Poucos artigos sdao encontrados na
literatura sobre a adsorc¢do da insulina.

Kandori et al., (1995, 2007) realizaram estudos sobre adsorcdo da BSA em HAp.
Mais recentemente (KANDORI et al.,, 2010) os autores estudaram 5 amostras de
hidroxiapatita sintetizadas por via acida pela rota usual (BATCH) e usando um
microreator. Determinaram o tamanho médio da particula e sua forma sdo fatores
determinantes na quantidade de proteina adsorvida pela HAp. A amostra sintetizada
pela rota usual apresentou cristais pequenos com dimensdes 12nm x 75nm, alta
cristalinidade e razdo Ca/P = 1,57, sugerindo forte deficiéncia em calcio. As particulas
sintetizadas no microreator apresentaram um tamanho de 2 a 4nm x 15 a 37nm, similar
as dimensGes da molécula BSA (4nm x 14nm). As razbGes Ca/P das hidroxiapatitas
preparadas no microreator variaram de 1,57 a 1,69. A concentracdo de saturacdo da
BSA na hidroxiapatita BATCH foi de 0,62mg/m? e diminuiu com o decréscimo do
tamanho das particulas. Os autores atribuiram este comportamento a uma menor
presenca dos planos ac e bc nas faces das particulas menores. Estes planos possuem
uma maior concentracdo de sitios dos ions Ca?* na HAp que sdo os responsaveis pela
ligacdo com os grupos COOH da albumina e como conseqiiéncia a adsorgdo da
proteina. Os valores do P({) obtidos por Kandori et al., (2010) para a albumina
adsorvida na HAp foram negativos (os autores ndo divulgaram o pH da medida) como

mostra a Figura 4.26.
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Figura 4.26: (a) Isotermas de adsor¢ao da BSA e (b) Potencial zeta da HAp sintetizada

pelo método de BATCH T=25 °C e microreator (O)Batch. Figura adaptada de KANDORI
etal., (2010).

A Figura 4.27 e Figura 4.28 apresenta os valores de potencial zeta da HAp em
funcdo do pH, apds a adsor¢do da BSA e insulina. A adsorcdo da BSA na superficie da
HAp ndo altera o P({) para toda a faixa de pH investigada. Com isto, o ponto isoelétrico
da superficie ndo sofre variacdo com a adsor¢do da BSA. Este comportamento do P( ()
ndo é esperado, pois a BSA possui IEP igual a 4.9 e a concentracao de proteina adsorvida
na superficie da HAp37 seria suficiente para recobrir inteiramente a superficie das
particulas de HAp. Nestas condi¢des o P(() da superficie deveria ser menos positivo que
o da HAp em baixos pH e mais negativo que o da HAp em altos pH. Este comportamento
do P(£) foi observado por Rezwan et al., 2005 estudando a influéncia da BSA no P(({) da
superficie de éxidos tais como alumina, silica, titdnia e zircénia. Uma explicacdo para
esta aparente contradicdao com os resultados desta dissertagdo é assumir que a BSA nao
preencha todo o espac¢o da superficie, mas forme aglomerados globulares em regides
limitadas da superficie. Este arranjo da proteina tornaria o P(£) proximo do da HAp.

O comportamento do P({) com o pH para a HAp com a insulina segue um padrdo
similar ao da HAp com albumina, mas com discreta diminui¢do nos valores de P( () para
toda faixa de pH. Este resultado indica que a insulina contribui para diminuir o P({) da

superficie da HAp, mesmo possuindo um IEP menor que o da albumina ( IEPinsuiina =5.5 €
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IEPaibumina =4.9). A Tabela 4.4 mostra os valores dos pontos isoelétricos da HAp37 antes
e ap0s da adsorcdo das proteinas albumina (BSA) e insulina (INS). Pode-se verificar que a
HAp37 com a insulina possui um IEP similar que a da HAp37 com a albumina. Com isto,
pode-se levantar a hipdtese que esta proteina possui similar propriedade de

aglomeracao, na superficie da HAp com a BSA.

Tabela 4.4: Ponto isoelétrico, IEP e Tamanho médio dos aglomerados da amostra

HAp37 antes e apds da adsorgao de albumina (BSA) e insulina (INS).

**Tamanho
Amostras *IEP Médio
Aglomerados
HAp37 7+0,6 3,4 um
HAp37+BSA 6,4 +0,5 2,6 um
HAp37+INS 6,4 £0,4 3,2 um

* Valores de IEP obtido por um ajuste da curva experimental com uma fungao
polinomial de 3 ordem.
**Valores do tamanho médio aglomerados no anexo |I.
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Figura 4.27: Potencial zeta da amostra de HAp37 com adsorg¢ao da albumina (BSA) em

funcdo do pH.

82



10 N
1 T W HAp37
5 [ e HApPp37+INS
® -

_ 1 ®
> ]
g 0+
S 1 L] u
<] | § 2
N ||
5 S + Ls
© . 1 L 3
£ “m
8 .10 - 3 L]
o
m -

15 %’

-20 T T T T T ' T T T ' T T T T

5.5 6.0 6.5 7.0 7.5 8.0 8.5 9.0
pH

Figura 4.28: Potencial zeta da amostra de HAp37 com adsor¢dao com Insulina (INS) em

fungdo do pH.

443 Potencial Zeta da HAp:CO ¥ Apés a Adsor¢io da Albumina
(BSA) e Insulina (INS)

Durante a elaboragao desta dissertacao foi realizada uma pesquisa na literatura
sobre trabalhos relacionados ao potencial zeta de hidroxiapatita carbonatada, apds a
adsorg¢do de albumina e insulina. Nao foram encontrados artigos sobre este tema o que
mostra as lacunas ainda existentes na literatura sobre a caracterizacdo da superficie da
HAp carbonatada, apds a adsorcao de proteinas. A Figura. 4.29 e Figura 4.30 mostra os
valores do P({) da amostra HAp:COs?, apds a adsorgdo de BSA e insulina em diferentes
pH. A adsorcdo das duas proteinas induz uma pequena reducdo do P(Z), principalmente
para pH< IEP. Este efeito é mais pronunciado na albumina. Conforme mostra a Tabela
4.5 o IEP da HAp:CO3* diminuiu de 7,1 + 0,5 para 6,7 + 0,5, com a adsorc¢3o de insulina e

para 6,4 £ 0,4 com a adsorc¢do da albumina.

Este resultado é coerente com a contribuicdo do P({) destas proteinas que é
negativo em todo intervalo de pH investigado. Este resultado sugere que as proteinas

também formam agregados na superficie da HAp:COs> tal como foi sugerido
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anteriormente na interpretacdo do comportamento do P({) na amostra HAp37
contendo BSA ou insulina. A albumina é a proteina que mais afeta o P({) da

hidroxiapatita carbonatada.

Tabela 4.5: Ponto isoelétrico (IEP) e Tamanho médio dos aglomerados da amostra

HAp:COs? antes e apds da adsor¢io de albumina (BSA) e insulina (INS).

Amostras IEP Tamanho Médio
Aglomerados
HAp:COs% 7,1+0,5 3,3 um
HAp:CO32 +BSA 6,4+0,4 2,4 um
HAp:COs% +INS 6,7+0,5 3,2 um

* Valores de IEP obtido por um ajuste da curva experimental com uma fungdo
polinomial de 3 ordem.
**Valores do tamanho médio aglomerados no anexo |I.
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Figura 4.29: Potencial zeta da amostra de HAp:CO # com adsor¢do da albumina (BSA)

em fungao do pH.
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Figura 4.30: Potencial zeta da amostra de HAp:CO3% com adsor¢do da Insulina (INS) em

fungdo do pH.

4.4.4 Potencial Zeta da (HAp:Zn?*) Apds a Adsor¢do da Albumina
(BSA) e Insulina (INS).

Também ndo foram encontrados artigos na literatura sobre o potencial zeta de
hidroxiapatitas substituidas com zinco, apds a adsor¢ao com albumina e insulina.

Neste trabalho verificou-se que o potencial zeta da HAp:Zn?*, apds a adsorc¢do da
albumina e da insulina apresentou uma grande mudancga em relagdo ao P(£) do material
antes da adsor¢do desta proteinas, conforme mostra a Figura 4.31. O P({) assume
valores negativos, mesmo para pH muito baixos. Isto demonstra a grande influéncia das
proteinas nos os valores do P(&) da superficie da HAp:Zn?*. Como mostra a Tabela 4.6 o
IEP das amostras, apds a adsorcdo fica abaixo de 5.5. Levando-se em conta que i) a
concentracdo de proteina adsorvida pela HAp:Zn?* foi similar & adsorvida pela HAp37 e
ii) o que o P(£) da HAp37, apds a adsor¢do da BSA e da insulina ndo sofreu alteragdes
relevantes pode-se concluir que o zinco modificou fortemente a distribuicdo espacial

das proteinas na superficie da hidroxiapatita. Esta mudanca foi no sentido das proteinas

ocuparem toda a superficie, envolvendo completamente as particulas de HAp:Zn?*.
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Uma das hipodteses para esta mudanca de distribuicdo das proteinas na superficie
da HAp:Zn?* poderia estar ligada a forte interacdo do Zn?* situado na superficie da HAp
com a proteina levando a uma distor¢ao da sua estrutura secundaria. Isto ocorreria
devido ao rompimento de liga¢Oes laterais entre as cadeias das proteinas alterando sua
carga total ou aumento de anions adsorvidos na superficie do material devido a essa
nova conformacdo. Resultados obtidos por andlises de dicroismo circular (ndo
apresentados nesta dissertacdo) nas mesmas amostras, apds a adsorg¢ao, confirmam
gue a presenca do zinco induz uma forte mudanca no estado conformacional da BSA e
da insulina e provavelmente a sua desnaturagdo. O passagem da proteina de uma
configuracdo globular para desnaturada poderia explicar o aumento de area ocupada

pela proteina, na superficie da HAp.
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Figura 4.31: Potencial zeta da HAp:Zn?* com adsorc¢do da albumina (BSA) em fungio

do pH.
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Figura 4.32: Potencial zeta da amostra da HAp:Zn?* com adsor¢do da Insulina (INS) em

fungao do pH.

Tabela 4.6: Ponto isoelétrico (IEP) e Tamanho médio dos aglomerados da amostra

HAp:Zn?* antes e apés da adsorg¢do de albumina(BSA) e insulina(INS).

Amostras *IEP **Tamanho
Médio

Aglomerados
HAp:Zn*? 6.6 +0,6 1,9 um
HAp:Zn*?+BSA ---- 1,3 um
HAp:Zn*2 +INS -—-- 1,8 um

* Valores de IEP obtido por um ajuste da curva experimental com uma fungdo
polinomial de 3 ordem.
**Valores do tamanho médio aglomerados no anexo |I.
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Capitulo 5

Conclusoes

1. Amostras de hidroxiapatita com estequiometrias proximas a razdo Ca/P de
1,67, mas com cristalinidade diferentes apresentaram um comportamento
similar do potencial zeta em pH menores que o ponto isoelétrico. Para P(;)>
IEP a amostra menos cristalina apresentou uma dupla camada na superficie
mais negativa. Comparando-se os resultados deste trabalho com os da
literatura observou-se grande variabilidade do comportamento do P({) com o
pH em diferentes amostras de HAp. Isto pode ser explicado pelas variacdes na

estrutura e superficie das HAp quando sintetizadas em diferentes condicdes.

2. A substitui¢do anidnica do PO 3 pelo CO % n&o afetou os valores do P(C) no
4 3

intervalo de pH analisado. O mesmo comportamento foi observado na amostra
com substitui¢do catiénica do Ca?* pelo Zn?* em pH< IEP. Para valores pH> IEP o
P(¢) da HAp substituida com Zn?* apresenta valores menores de P(¢) que a da
amostra ndo substituida, devido as caracteristicas covalentes do zinco. Este
resultado indica que em pH> IEP a carga da dupla camada da superficie da HAp

é fortemente dependente do sitio catidnico.
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3. Os sitios do Ca?* sdo os grandes responsaveis pela variacdo da carga da dupla
camada da superficie (altos pHs) quando ocorrem mudangas na cristalinidade
da HAp e nas substituicdes do Ca?* pelo Zn?*. Estas mudancas na estrutura da
HAp pouco afetaram os valores do P({) em baixos pHs porque e interagdes
ocorrem predominantemente nos sitios do POs> e do OH". Os resultados
sugerem que os sitios do Ca?* s3o0 mais sensiveis as variacdes de estrutura da

HAp que os sitios do PO,3 e do OH".

4. Aadsorgdo da albumina e da insulina produziu pequenos decréscimos no P(¢)
da HAp e da HAp Hap:COs?. Este comportamento pode ser atribuido a
agregacao das proteinas na superficie da HAp. Entretanto, a substituicdo do
Zn* na estrutura da HAp produz fortes diminuigdo dos valores do P({) em todo
o intervalo de pH estudado. A contribuicdo da carga negativa da proteina é
evidenciada quando o calcio é substituido pelo zinco. Este efeito pode ser
devido a uma mudanca de conformacdo da proteina causada pela forte
interacdo com o zinco na superficie da HAp. A hipdtese sugerida neste trabalho
€ que esta mudanca de conformacdo induz o desnovelamento da proteina e

uma maior ocupacao de drea no biomaterial, causando uma diminuicdo do

P(Q).
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ANEXO |

1. Tamanho médio de particula da HAp37 e HAp37 + BSA e HAp37 +

INS

HAp37-2 (Combined)

Mar 8, 2011 11:50:38 =
Effective Diameter: 3490.3 nm
Polydispersity: 0.158
5
Avg. Count Rate: 76.7 keps -
Baseline Index: 0.0/ 61.84%
— oL faionian £
Sample D HAp37-2 (Combined) - £ £
Operator ID Algjandro 75 =
Elapsed Time  00:02:30 T
Median Diam.  3450.3 nm 2. 4%
Mean Diam. 3756.5 nm N
Polydispersty 0.158
el 1.467
0 i
dinm) Gid) Cid] dinm) G(@) C(d] dinm) Gid) C(d)| 500.0 50000.0
18575 26 5| 31676 97 40 | 45195 &0 75 . Diameter (nm)
21349 44 10 | 33257 99 45| 48203 7O 80 Itensity hd
23461 58 15| 34803 100 50 | 51825 55 85
26273 70 20 | 26630 98 55 | 570841 44 €D Capy for Spreadsheet
28054 B0 25 | 38458 07 60 | BEEE2 26 OE
28EE0 BT 30 | 40455 93 &S
0113 93 35 | 42889 87 TO
.
Medida do tamanho dos aglomerados da HAp37
HA37+BSA (Combined) 100
Mar 9, 2011_10:23:25 ;
Effective Diameter: 2666.3 nm
Polydispersity: 0.308
75
Avg. Count Rate: 96.8 keps
Baseline Index: 0.0/ 50.21%
Elapsed Time: 00:02:30 g g
£
Sample D HA37+BSA (Combined) 10
Operator 1D Alejandro -7
Elapsed Time  00:02:30 i, %
Median Diam.  2666.3 nm .
Mean Diam. 30499 nm ;
Polydispersity 0.308 0 i
@S0 1.680 5000 500000
Dameter (nm)
dinm) Gid) C{d] dinm) G(d) Cd] dinm) G(d) Cid)|
11363 26  © | 23385 O7 40 | 37816 @0 7% .
13716 44 24076 99 45 | 41258 T0 &0 Intensily hd
15582 58 15 | 286883 100 S0 | 45524 58 &S
17231 70 20 | 28463 99 55| 51830 44 90 Capy for Spreadsheet
18799 80 25 | 30400 97 60 | 62564 26 95
20319 87 30| 32553 93 65
21838 93 35| 34886 &7 7O

Medida do tamanho dos aglomerados da HAp37 + BSA
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HA+ INS (Combined) 5 -
Mar 9, 2011 10:50:47
Effective Diameter: 3204.4 nm
Polydispersity: 0.240
75
Avg. Count Rate: 195.0 keps
Baseline Index: 0.0/ 34.93%
Elapsed Time: 00:02:30 £ 3
5
£
Sample ID HA+ INS (Combined)
Operator ID Alejandro =
Elapsed Time  00:02:30 2
Median Diam. 3204.4 nm
Mean Diam. 3567.7 nm
Polydispersity  0.240
GSD 1.580 0 . B o
5000 50000
dinm) G(d) C(d] d(nm) Gid) C(d] d(nm} Gid) Cid) Diameter (nm)
14849 26 5 | 284883 7 40 | 43794 80 75 -
17882 44 10 | 30228 99 45| 47340 70 80 [Imtensiy =l
18825 58 15| 32044 100 50 | 51794 58 85
2169.0 70 20| 33971 99 55| 58045 44 90 Copy for Spreadsheet
23445 30 25| 36030 97 60 | 83685 26 95
25134 87 30| 38303 93 &5
26807 93 35 | 40852 & 70

Medida do tamanho dos aglomerados da HAp37 + INS

2. Tamanho médio de particula da HAp:CO ;2 , CO32 + BSA e CO,? +INS

CHA (Combined) i
Mar 9, 2011 10:37:15
Effective Diameter: 3319.4 nm
Polydispersity: 0.374
Avg. Count Rate: ~ 136.4 keps &
Baseline Index: 5.9/ 46.35%
Elapsed Time: 00:02:30 £ “
§
Sample ID CHA (Combined) 100 \ \ £
Operator ID Alejandro 75 H H
Elapsed Time  00:02:30 T, : :
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IMean Diam. 38802 nm . ' 1
Polydizpersity  0.374 o ' Y s
GsD 1.757 Diamester (nm) H
dinm) Gid) C(d] dinm) G(d) C(d]| d(nm) G(d) Cid) =0 . R0
13140 26 5 | 28784 87 40 | 48524 &1 75 smit
16121 44 10 | 30918 989 45| 53341 70 80 |‘”‘E”-""9 ﬂ
1851.7 S8 15 | 3319.4 100 50 | 59501 58 85
20856 70 20 | 35835 99 55 | 63346 44 90 Capy for Spreadshest
22707 80 25| 38278 O7 60| 83855 26 95
24709 &7 30 | 41233 93 65
26721 93 35 | 44592 &7 70

Medida do tamanho dos aglomerados da HAp:CO3%
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CHA+BSA (Combined) 100 a
Mar 9, 2011  10:33:04 |
Effective Diameter: 2431.7 nm
Polydispersity: 0.179
7%
Avg. Count Rate: 61.0 keps
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dinm) G(d) Cid] d(nm) G(d) c(d] dinm) G(d) C(d)
12467 26  © | 21943 97 40 | 31973 80 7% .
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-

Medida do tamanho dos aglomerados da HAp:CO3*+BSA

CHA + INS (Combined) 100 - ‘
Mar 9, 2011  10:41:12 : / :
Effective Diameter: 3224.5 nm :
Polydispersity: 0.257 ) i /
Avg. Count Rate:  143.5 kcps L |
Baseline Index: 6.1/ 44.36% :
Elapsed Time: 00:02:30 £ i
i :
Sample D CHA + INS (Combined) 100 . , 25
Operator ID Alejandro w75 H H : :
Flapsed Tme  00:02:30 %,
Median Diam 32245 nm £ : : :
Mean Diam. 38151 nm . : : -
Polydizpersity 0.257 a0 ! ' sooan
65D 1613 Siamesr (o) Diameler (un)

dinm) G(d} C(d] d(nm) G(d) C{d]| d(nm) Gid) C(d)
14683 26 5| 28571 97 40

5 4508 B0 75
17467 44 10 | 30359 99 45 | 48232 7O 80 Intensity =
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21557 70 20| 34248 99 5 | 59527 44 90 Capy for Spreadsheet
23361 B0 26| 36392 97 60 | 70812 26 S5
25098 &7 30 | 38763 93 65
26823 93 35 | 41428 87 70

Medida do tamanho dos aglomerados da HAp:CO 3>+ INS
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1. Tamanho médio de particula da HAp:Zn?*, HAp:Zn?** + BSA e

HAp:Zn?* +INS

ZnHAp5%-5 (Combined)
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ZnHA+ INS (Combined) %
Mar 9, 2011 10:55:33
Effective Diameter: 1871.8 nm
Polydispersity: 0.303
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