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RESUMO

Dentre os materiais utilizados na substituicao e regeneragao do tecido dsseo e
dentério, os fosfatos de calcio, principalmente a hidroxiapatita (HA), Ca1o(PO4)s(OH )a,
sao os mais utilizados devido a sua biocompatibilidade com células e tecidos e ati-
vidade osteocondutora. Uma das formas de potencializar a resposta bioldgica da
hidroxiapatita ¢ a sua associacao com proteinas e peptideos e com isso pode-se esti-
mular a adesao, a migracao, a proliferacao celular, a vascularizagao e a reconstituicao
acelerada de tecidos funcionais tornando os implantes mais bioativos.

Este trabalho teve como proposta estudar as caracteristicas fisico-quimicas da
superficie de fosfatos de célcio nano estruturados com diferentes substituigoes (subs-
tituigdo do Ca?* por Sr?* e Zn?*), cristalinidade e constitui¢ao (OCP) e compre-
ender os mecanismos de interacao destes biomateriais com proteinas envolvidas nos
processos de regeneracao do tecido dsseo tais como a osteocalcina e a insulina. Para
o estudo da caracterizacao dos materiais foram usadas técnicas de anélise fisico-
quimicas tais como Espectroscopia de Fotoelétrons por Raios X (XPS), Espectros-
copia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR) e Difragao de Raios X
em Incidéncia Rasante (GIXRD), Potencial Zeta (PZ), espalhamento dinamico de
luz para medidas de tamanho de particula, método Brunauer-Emmett-Teller (BET)
para determinacao de area superficial e porosidade e analise termogravimétrica. A
interagao das proteinas com a superficie de cada material foi estudada utilizando
algumas das técnicas ja citadas anteriormente, além de Espectroscopia de Massas
de Tons Secundérios por Tempo de Voo (ToF-SIMS), Dicrofsmo Circular (CD) e
Imunomarcacao.

No estudo da osteocalcina foi observado que a proteina nativa (hOC) altera sua
estrutura secundaria ao interagir com fons de cédlcio em solugao, ao passar de um

enovelamento aleatorio para uma estrutura tipo a-hélice, o que nao ocorre quando



a mesma esta descarboxilada (hdOC). Na presenga do calcio da HA a osteocalcina
descarboxilada adsorve menos (5 %) que a proteina na forma nativa (7 %), o que
pode ser explicado pela auséncia dos aminoacidos Gla, conhecidos por se ligarem
ao Ca. Neste caso, ambas as proteinas mantém sua forma estrutural ativa, o que
nao acontece quando a adsor¢ao ocorre em uma superficie sem calcio, como a do
substrato de silicio. Ao adsorver em Si, ambas proteinas tiveram seus aminoacidos
cistelna expostos, o que mostra que a proteina perdeu sua conformagao estrutu-
ral. As amostras de HA com cristalinidades diferentes se comportaram da mesma
forma, indicando que a cristalinidade nao afeta a adsorcao. Mudancas na com-
posicao do fosfato de célcio afetam o processo de adsorcao das duas proteinas, com
o OCP adsorvendo diferentes quantidades de hOC e hdOC, 4,2 % e 4,9 %, respecti-
vamente, mas com ambas proteinas tendo a mesma orientacao: al>a2>a3. No caso
da HAp90, ambas osteocalcinas adsorveram de forma igual (4,8 %), mas alteraram
sua orientacao (al>a2>a3 para hdOC e a2>al ~ a3 para hOC). A razao Ca/P da
superficie da HA, que foi outra questao analisada, mostrou ter influéncia apenas
para a adsorcao com a osteocalcina na sua forma ativa, uma vez que a quantidade
de hOC adsorvida na amostra HAp (Ca/P=1,64) foi de 7 % e na amostra HAp90
(Ca/P=1,30) foi de 4,8 %, valor igual a adsor¢ao da hdOC em ambos substratos.
A interacao da insulina com a superficie de nanoparticulas de hidroxiapatita
sem substitui¢oes ibnicas (HAp90) e com substituigoes do célcio (C'a?*) por estroncio
(Sr2* - StHA) e zinco (Zn?* - ZnHA) ocorre por um processo de adsor¢ao fisica con-
trolado por forgas eletrostaticas de superficies e seguiu uma isoterma de Freundlich.
A presenga do zinco aumentou a capacidade da superficie de adsorver a proteina (6,6
%), enquanto que o estroncio inibiu a adsorgao (4,3 %). Para a HAp90 a adsorgao foi
de 5 %. Medidas de XPS mostraram uma alteracao de energia da ligacao do radical
COOH, que variou de até 1 eV para baixas energias de ligacao, sugerindo a ligacao

dos fons C'a?* da superficie com estes radicais da insulina. Apesar da insulina nao



alterar a estrutura cristalina e o tamanho de cristalito das amostras e apresentar
fraca interagao, experimento de CD mostraram que esta interacao modifica a estru-
tura secundaria da proteina no caso da ZnHA e HAp90, mudando de a-hélice para
Turn e [B-sheet, respectivamente.

Experimentos de adsorcao da insulina humana e bovina em filmes de HA indica-
ram que a insulina humana é adsorvida segundo isoterma de Langmuir-Freundlich
enquanto a bovina segue isoterma de Freundlich. Uma possivel explicagao dada
foi que a insulina bovina tem preferéncia pelo plano (002), uma vez que este foi
encontrado como direcao preferencial de crescimento para os filmes utilizados no
experimento com insulina bovina, ou que a mesma se comporta de forma diferente
da insulina humana, apesar de ambas terem praticamente o mesmo tamanho, peso

molecular e estrutura secundaria.
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ABSTRACT

Among the materials used for the replacement and regeneration of bone and to-
oth tissue, calcium phosphates, especially hydroxylapatite (HA), C'a10(POy4)s(OH )2,
are the most used due to its biocompatibility with cells and tissues activity oste-
oconductive. One way to enhance the biological activity of hydroxyapatite is its
association with proteins and peptides and thus can stimulate adhesion, migration,
cell proliferation, vascularization, and accelerated reconstitution of functional fabrics
making implants more bioactive.

This work was proposed to study the physical and chemical characteristics of
the surface of nano-structured calcium phosphates with different substitution (C'a?*
substitutuion by Sr?* and Zn?*), crystallinity and constitution (OCP) and unders-
tand the mechanisms of interaction of these biomaterials with proteins involved
in the regeneration processes of bone tissue such as osteocalcin and insulin. To
study the characterization of materials we used physicochemical analytical techni-
ques such as X-Ray Photoelectron Spectroscopy (XPS), Fourier Transform Infra-
red Spectroscopy (FTIR) and Grazing Incidence X-Ray Diffraction (GIXRD), Zeta
Potential (ZP), dynamic light scattering for particle size, Brunauer-Emmett-Teller
(BET) method for determination of surface area and porosity and thermogravime-
tric analysis. The proteins-surface interaction of each material was studied using
some of the techniques mentioned above and Time-of-Flight Secondary Ions Mass
Spectroscopy (ToF-SIMS), Circular Dichroism (CD) and immunostaining.

In the osteocalcin study it was observed that the native protein (hOC) alters
its secondary structure when interact with calcium ions in solutions, when changing
from a random folding to an a-helix type structure, which does not occur when
the protein is decarboxylated (hdOC). In the presence of calcium, HA, the decar-

boxylated osteocalcin protein adsorbs less (5 %) than its native form (7 %), which
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can be explained by the lack of Gla-amino acids, known to bind Ca. Both proteins
maintain its structural shape active when adsorbed in Hap, which does not hap-
pen when the adsorption occurs on a calcium-free surface, such as silicon substrate.
When adsorbed on Si, both proteins had their cysteine amino acids exposed, which
shows that the protein lost its structural conformation. The samples with different
crystallinity behaved in the same way, indicating that the crystallinity does not af-
fect adsorption. On the other hand, the composition affects the adsorption of two
proteins, with OCP adsorbing different amounts of hOC and hdOC, 4.2 % and 4.9
%, respectively, but with both proteins having the same orientation: al>a2>a3. In
the case of HAp90, both osteocalcines adsorbed equally (4.8 %), but changed their
orientation (al>a2>a3 for hdOC and a2>al ~ a3 for hOC). The Ca/P ratio of the
surface that was another issue analyzed was shown to have influence only for the
adsorption of the osteocalcin in its active form, since the amount of hOC adsorbed
in the HAp sample (Ca/P=1.64) was 7 % and in the HAp90 sample (Ca/P=1.30)
was 4.8 %, equal to the adsorption of hdOC on both substrates.

Increased insulin concentration in the powder HAp90, StHA and ZnHA was a
typical physical adsorption process controlled by surfaces electrostatic forces and
followed a Freundlich isotherm. The presence of zinc increased the capacity to
adsorb protein (6.6 %), whereas the strontium inhibits adsorption (4.3 %). The
adsorption fo HAp90 was 5 %. XPS measurements showed that there is a change of
energy related to COOH bond, decreased by at least 1 eV, which may indicate an
interaction of this protein terminal with surface Ca?*. Although insulin does not
change the crystal structure and the crystallite size of the samples and provide weak
interaction, CD experiment showed that this weak interaction is sufficient to alter
the protein secondary structure in the case of ZnHA and HA, changing the a-helix
to turn and [-sheet, respectively.

When studying insulin interaction with HA films, it was observed that human
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insulin adsorbs less than bovine insulin. The both system also followed different
isotherms with Langmuir-Freundlich for the first case and Freundlich to the second.
One possible given explanation was that insulin prefers the (002) plane, since this
has been found as preferred growth direction for the films used in the experiment
with bovine insulin, or bovine insulin behaves differently of human insulin although

both have almost the same size, molecular weight and secondary structure.
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Capitulo 1

Introducao

Os biomateriais que possuem propriedades de biocompatibilidade com o tecido
vivo sdo usados na medicina para reparar ou substituir tecidos humanos [1,12]. De-
vido as fortes demandas por novas matrizes biocompativeis e nano estruturadas para
uso clinico, a pesquisa em biomateriais tem crescido e se diversificado. Nesta area, as
aplicagoes tém se concentrado em duas diregoes: i) desenvolvimento de matrizes bi-
ocompativeis para carreamento e liberacao controlada de proteinas, genes, farmacos
e drogas antitumorais e ii) biomateriais para a regeneragao de tecidos que sofreram
trauma ou doengas degenerativas [3-5].

Dentre os materiais utilizados na substituicao e regeneracao do tecido dsseo,
os fosfatos de célcio sao os mais utilizados devido a sua biocompatibilidade com
células e tecidos e atividade osteocondutora. Junta-se a isto a sua capacidade de
associacao com moléculas, ions e metais e a possibilidade de seu processamento
em diferentes formatos e porosidades [3,14,/6]. Um destes fosfatos que tem recebido
grande atencao na pesquisa de materiais é a hidroxiapatita, C'aio(POy4)s(OH ). Na
sua forma sintética, a hidroxiapatita, HA, é um material nano estruturado que pode
ser sintetizado com diferentes estequiometrias e substituicoes cationicas e anidnicas.

Ela se coloca como uma alternativa ao seu equivalente de origem natural - a fase



mineral do osso - por nao apresentar potencial de contaminagao bioldgica e risco de
doencas transmissiveis e autoimunes |7-13].

Uma das formas de potencializar a atividade biolégica da hidroxiapatita é a sua
associacao a moléculas que atuam nos processos de regeneracao do tecido dsseo.
Com a associacao da HA com proteinas e peptideos pode-se estimular a adesao,
a migracao, a proliferagao celular, a vascularizagao e a reconstituicao acelerada de
tecidos funcionais tornando os implantes mais bioativos. A interacao de proteinas
com a superficie do biomaterial é complexa, pois depende das caracteristicas fisico-
quimicas e topogréficas da superficie, tais como estrutura e estequiometria, contetido
de impurezas, carga de superficie, hidrofobicidade e hidrofilicidade e porosidade. O
estudo da interacao de proteinas com a superficie é importante nao s6 para produzir
biomateriais mais eficientes no reparo tecidual, mas também para o entendimento
dos processos de biomineralizac¢ao estimulado por biomateriais [14}15]. E conhecido
na literatura que a adsor¢ao de proteinas na superficie dos biomateriais é o primeiro
evento que ocorre quando um implante entra em contato com o corpo humano, logo,
essa camada proteica adsorvida na superficie constituira a interface que iniciara os
processos bioldgicos de interacao com as células e tecidos, [16].

Tendo isto em vista, um dos grandes desafios da pesquisa atual em materiais para
uso biomédico reside em associar os biomateriais a proteinas, peptideos e fatores de
crescimentos osteoindutores e as células osteoprogenitoras. Para isto, é necessario
desenvolver estudos detalhados sobre as caracteristicas fisico-quimicas da superficie
do biomaterial assim como de técnicas de sua funcionalizacao. A associacao de
biomoléculas a superficie do biomaterial sendo executada de forma controlada pode
estimular a osteogénese nas regioes de tecidos lesados propiciando a formacao de
estruturas semelhantes aos ossos, facilitando a mobilizagao, expandindo e integrando
populacoes de células regenerativas internas e fomentando o reparo de lesdes ou a

renovacao de tecidos degenerados.



Neste contexto, este trabalho tem como proposta conhecer as caracteristicas
fisico-quimicas da superficie de fosfatos de céalcio nano estruturados com diferen-
tes substituicoes e entender os mecanismos de interacao destes biomateriais com
proteinas importantes tais como a osteocalcina e a insulina. Para este estudo fo-
ram usadas técnicas de andlise de composicao e estrutura, como difracao de raios X
em incidéncia rasante (GIXRD), espectroscopia de fotoelétrons por raios X (XPS),
espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e Espectros-
copia de Massas de fons Secundérios por Tempo de Voo (ToF-SIMS). Além disso,
técnicas de caracterizacao quimicas como tamanho de particula, espectrofotometria,
Brunauer-Emmett-Teller (BET), potencial zeta (PZ), anélise térmica e técnicas para
estudo da proteina: dicroismo circular (CD) e imunomarcacao, também foram usa-
das.

O capitulo 2 se apresenta com os objetivos do trabalho. No capitulo 3 sera
apresentada uma revisao bibiografica na qual se descreve a hidroxiapatita e o efeito
das substituicoes em sua estrutura, a estrutura e fungao de cada proteina e uma
explicacao das técnicas experimentais utilizadas neste trabalho e citadas acima. J&
no capitulo 4 serao mostrados os materiais e métodos e no capitulo 5 os resultados

obtidos. Por fim, no capitulo 6 as conclusoes do trabalho serao apresentadas.



Capitulo 2
Objetivos

Este trabalho tem como principal proposta compreender a interacao de fosfatos

de calcio com proteinas e para isso o trabalho foi dividido nas seguintes partes:

e caracterizacao da superficie dos pds de fosfatos de calcio, como hidroxiapatita
(HAp, HAp90 e HAp5) ndo dopada e dopada com zinco (ZnHA) e estroncio
(SrHA), fosfato octacdlcio (OCP) e filmes de HA sobre substrato de titanio,

normalmente usado como substrato em aplicacoes médicas;

e avaliacao de como a cristalinidade e a composicao do fosfato de cédlcio pode
influenciar a adsorcao da osteocalcina, proteina nao colagenosa mais abundante
nos 0ssos e que serve como um marcador biolégico para a avaliacao clinica de

doencga 0Ossea, tanto na sua forma nativa como descarboxilada;

e cstabelecimento da influéncia da substituicao do célcio na HA por metais
quanto a interagao com a insulina, proteina responsavel pela regulacao do
metabolismo dos carboidratos e gorduras, ao capturar a glicose do sangue,

transformando-a em energia;

e avaliacao da diferenca entre insulina humana e bovina quanto a interagao com

filme fino de HA produzido sobre titanio.



Capitulo 3

Revisao Bibliografica

3.1 Fosfatos de Calcio

Por definicao, fosfato de calcio é o nome dado aos constituintes minerais que
contem fons de calcio (Ca?*), fosfatos (PO3"), metafosfatos (POj3) ou pirofosfatos
(P2O%7) e, ocasionalmente, hidrogénio e fons hidroxila.

Como os ortofosfatos de célcio sao os principais constituintes dos ossos e dentes,
bioceramicas destes materiais (ceramicas biocompativeis, ou seja, que reduzem a re-
jeicao do corpo a este material e que induzem a formacao e proliferacao de matéria
viva sobre este material) vém sendo usadas durante décadas em aplicagoes médicas,
ortopédicas e odontoldgicas através de recobrimentos, reposicao e reparagao de te-
cido 6sseo e por isso ha um grande interesse em estudar suas propriedades fisico-
quimicas [17-21].

Um dos parametros mais importantes para distinguir as diferentes fases possiveis
dos fosfatos de cdlcio é a razao Ca/P, em que geralmente, quanto menor a razao, mais
acido e soluvel é o material, [22]. Na Tabela ¢ possivel encontrar as diferentes

fases e a razao Ca/P de cada uma.
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Tabela 3.1: Diferentes fases de alguns fosfatos de calcio e suas respectivas razoes

Ca/P, adaptada de [23].

Fosfato de Calcio Férmula Quimica Ca/P
Fosfato tetracalcico (TeCP) CasO(POy4)s 2,00
Hidroxiapatita (HA) Ca19(PO4)s(OH)s 1,67
Fosfato de Célcio Amorfo (ACP) Ca3(POy4)o-nH20 1,50
Fosfato Tricalcico (o, o, 3,v) (TCP) Caz(POy)2 1,50
Fosfato Octacélcico (OCP) CagsHy(POy4)g-5H20 1,00
Mono-hidrogénio fosfato de célcio dihidratado (DCPD) CaHPO,-2H50 1,00
Mono-hidrogénio fosfato de célcio (DCP) CaHPOy4 1,00
Pirofosfato de célcio (CPP) Cas POy 1,00
Pirofosfato de célcio dihidratado (CPPD) CaosP,O7-2H50 1,00
Fosfato heptacalcico (HCP) Ca7(P5016)2 0,70
Di-hidrogénio fosfato tetracalcico (TDHP) CasHyPg)20 0,67
Fosfato monocélcico mono-hidratado (MCPM) Ca(H2POy)2- Hyg 0,50
Metafosfato de célcio (v, 5,7v) (CMP) Ca(POs3)2 0,50

Uma combinacao de dois fatores é necessaria para a producao de materiais com
caracteristicas adequadas as diferentes aplicacoes tecnoldgicas: modificacao da mor-
fologia e propriedades quimicas do material bioceramico; e a associagao da ceramica
com metais ou moléculas que afetam as suas atividades biolégicas. Para isso, é ne-
cessario ter o completo dominio da producao do material, bem como caracterizar

detalhadamente a estrutura e a quimica de sua superficie.

3.1.1 Hidroxiapatita - HA

Dentre os fosfatos de célcio, a bioceramica mais usada em aplicacoes biomédicas

é a hidroxiapatita (HA) por sua biocompatibilidade e osteointegracao, o que a torna
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um potencial substituinte do osso humano/animal em implantes e préteses [24].
Além disso, a HA pode ser usada como condutora de drogas para tratamento de
doengas, como tumores Osseos, diabetes etc e na remocao de metais pesados em
dguas e solos, ja que a mesma possui uma alta capacidade de adsorver e/ou absorver
metais, moléculas, etc [25].

A HA tem uma estrutura hexagonal, com parametros de rede de a = b = 0,9423
nm e ¢ = 0,6875 nm [26,27]. Sua célula unitdria contém 10 fons cdlcio, sendo quatro
no sitio I (Cal) e seis no sitio II (Call). O sitio I forma uma coluna na dire¢ao do eixo
“c”, tendo os cations de calcio coordenados com 6 atomos de oxigénio pertencentes
a diferentes PO, e também a outros 3 atomos de oxigénio relativamente distantes.
J& o sitio II é formado por triangulos equilateros de calcio, perpendiculares a direcao
“c”.

As colunas constituidas por triangulos de fons éxidos e de ions calcio estao ligadas
entre si por fons fosfatos, sendo dois oxigénios desse fosfato situados na direcao
perpendicular & dire¢ao “c” e os outros dois na dire¢ao paralela a “c”, Figura [3.1.
Os 4tomos OH estao localizados a 0,9 A abaixo do plano formado pelo triangulo de
célcio, [28].

No plano ab, perpendicular a direcao “c”, os a&tomos Cal formam um hexagono,
posicionado nos planos z = 0 e z = 1, com o plano equatorial sendo em z = 1/2,
definindo a geometria da célula unitaria. Ja os dtomos Call, formam pares de
triangulos posicionados em z =1/4 e z = 3/4 com um angulo de 60° entre eles. Seis
tetraedros de PO, ocupam o interior da célula unitaria e sao distribuidos de forma

que trés deles fiquem no plano z = 1/4 e os outros trés no plano z = 3/4, formando

também um angulo de 60° entre eles, Figura [3.1p, [29].
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Planoc Planoab
7=5/4
®0 Cal
®r 0#0 — 721
OH
- (& » © oH ‘ Call :
@® Ca Z=3/4 |®) ——  7=3/4
@ C,
@ @ —— 712
Z=1/4 (®) ©
5 | © — Z=1/4
POy Q‘bo —— Z=0
Z=-1/4

Figura 3.1: Estrutura da HA mostrando o plano “c” e o plano “ab”, adaptado

de .

3.1.2 Substituicoes idnicas na Hidroxiapatita

A geometria da HA permite que substituicoes cationicas e anionicas ocorram
com facilidade, sendo capaz de incorporar em sua estrutura metade dos elemen-
tos da tabela periddica. fons Ca2* podem ser substituidos pelos cations K+, Na™,
Mg*t, Mn?*, Ni?*, Co**, Cu*t, Zn?**, Sr**, Ba**, Pb**, Cd**, Fe?* etc enquanto
os grupos fosfatos sao substituidos por carbonatos e vanadatos e as hidroxilas por
carbonatos, flior e cloro. Essas substitui¢oes irao alterar os parametros da HA
pura, como cristalinidade, os parametros de rede, as dimensoes dos cristais, a tex-
tura da superficie, a estabilidade e solubilidade, o que altera a degradacao e o seu
comportamento in vivo, [30].

fons como Zn2* e Sr2* sao usados para substituir os sitios cationicos na estrutura
da HA com a finalidade de melhorar a osteointegracao, a bioatividade, a estabilidade
quimica, a apoptose de osteoclastos e a estimulacao de osteoblastos da HA no meio

fisiolégico.
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A substituicao do Ca?* pelo Zn?**

Zinco ¢ o traco metdalico mais abundante e essencial presente nos ossos e plasma,
mas é sabido que a quantidade do mesmo diminui ao longo do tempo [31]. Além
disso, estudos mostram que o zinco estimula a formacgao Ossea, inibi a formacao
de células tipo osteoclastos e diminui a reabsorcao déssea in vitro ,. Quando
substituido na hidroxiapatita, o zinco entra nos sitios do calcio e pode gerar efei-
tos vantajosos, como mudar o grau de ordem estrutural, a solubilidade, a carga
superficial, a taxa de dissolu¢ao e melhorar a adsorcao de proteinas .

A introducao do Zn?* na estrutura da HA produz uma contracao da rede cris-
talina que pode ser explicada pelo fato do raio do fon Zn?* (0,074 nm) ser menor

que o do fon C'a?* (0,099 nm) e pelo fato desses fons substituirem preferencialmente

o fon Call, Figura 3.2 [35H37].

Planoc
Z=5/4
@0
(O
© OH
® Ca Z=3/4

® 7n

Z=1/4

Z=-1/4

(19

Figura 3.2: Estrutura cristalina da HA dopada com zinco que entra no plano “c”,

adaptado de .

Essa contragao varia de acordo com o percentual de zinco na estrutura da HA.
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Para concentragoes menores que 10 % molar, tanto “a” quanto “c” diminuem, porém
[Pl

para substituicoes maiores que 10 % molar, o parametro “a” comeca a crescer en-

quanto “c” diminui, [38].

A substituicao do Ca** pelo Sr?+

O estroncio também esta presente no sangue humano e apresenta efeitos benéficos,
tanto em situagoes normais quanto em situagoes osteoporoticas, ao aumentar a re-
sisténcia e a densidade do osso, aumentar o ntimero de osteoblastos in vitro, diminuir
o numero e a atividade dos osteoclastos, o que é particularmente importante para
o tratamento da osteoporosis [39,40]. Quando substituido na hidroxiapatita, este
novo composto apresenta boa solubilidade, atividade anti-reabsorcao, apoptose de
osteoclastos, estimulacao de osteoblastos e também tem aplicagoes praticas como
sensor de gés, laser e catalisadores [41-43].

Ao contrério do caso do Zn, o raio do fon Sr?* (0,118 nm) é maior do que o raio
do fon Ca?* (0,099 nm), o que faz com que os parametros de rede da HA aumentem
com a substituicao do Ca pelo Sr, [44-47].

Refinamentos Rietveld mostram que para substituicoes menores que 3,5 % atomica,
os fons Sr?* substituem os fons Cal e para concentracoes maiores hd uma preferéncia
pela substituicao do fons Call, mas ocorrendo ambas. A preferéncia pelo sitio II estd

associada a geometria do mesmo, uma vez que o mesmo ¢é formado por triangulos

de oxigénio empilhados, Figura , [48,49].
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Plano ab
@® sr1 . C — 7Ei
O oH _ ;
® s Callg b — 7=3/4
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Figura 3.3: Estrutura cristalina da StHA, com o estroncio no plano “ab” da HA,

adaptado de [29].

3.1.3 Fosfato octacalcico - OCP

O fosfato octacélcico, CagHo(POy)e - 5H20, (OCP) é juntamente com a HA, o
fosfato de calcio mais importante por ter uma alta compatibilidade com os tecidos
0sseos e ser precursor na formacao de ossos e dentes, . Acredita-se que o OCP é
mais bioativo que a HA, uma vez que o mesmo é um precursor desta e a ceramica
feita de OCP tem propriedade mecanica melhorada, com aumento da densidade e
da resisténcia a compressao, logo é esperado que o mesmo possa ser usado como 0sso
artificial, . Estudos mostram que a implantagao de OCP em um defeito ésseo,
promove nova formacao dssea por osteoblastos e a biodegradacao de OCP através
da reabsorgao direta de células semelhantes a osteoclastos, [52).

Os parametros de rede do fosfato octacélcico sdo: a = 19,71 A, b= 9,53 A ¢
c=6,83 A ea=9014° 8=9252 ¢ ~=108,67°, tendo uma estrutura triclinica. O
OCP tem praticamente a mesma estrutura da hidroxiapatita, alternando entre uma

camada de composicao 4[Cas(POy)2-0,5H50] e camadas hidratadas de composi¢ao
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4[CaHPO,-2H50], Figura , [53jp4].

Camada
apatita

Camada
hidratada

apatita

Figura 3.4: Célula unitéria da OCP com a camada hidratada intercalada por cama-

das de apatita, sendo P5 e P6, grupos fosfatos e P1, P2, P3 e P4 grupos ortofosfatos,

adaptado de [53].

3.2 Proteinas

Uma proteina é formada por uma cadeia de aminoacidos, conectados por ligacoes
covalentes peptidicas. Em cada tipo de proteina, os aminodcidos estao presentes em
uma ordem tnica.

Os aminoacidos sao compostos organicos formados por um grupo &cido car-
boxilico (C=OOH) e um grupo amino (C-NH), ambos ligados a um mesmo dtomo de
carbono, denominado carbono «. A diferenga entre os aminodcidos deriva das ca-

deias laterais ligadas ao carbono «. Apesar das cadeias laterais nao formarem ligacao
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peptidica, elas conferem a cada aminoacido suas propriedades tnicas. Algumas sao
apolares e hidrofobicas, outras sao carregadas positiva ou negativamente; outras sao
quimicamente reativas, etc. A ligacao covalente entre dois aminoacidos adjacentes
na proteina é chamada de ligacao peptidica e sempre ocorre entre um grupo carboxila
e um grupo amina, de forma que, os polipetideos (cadeia de aminodcidos) sempre
possuem um grupo amino (N Hs) em uma de suas extremidades (N-terminal) e um
grupo carboxila (COOH) na outra extremidade (C-terminal), o que dé as proteinas e
aos polipeptideos uma diregao definida, Figura [3.5] Normalmente, sdo encontrados
20 tipos de aminoacidos nas proteinas, Figura [3.6] sendo que eles podem ocorrer

repetidas vezes em todas as proteinas.

Extremidade N-terminal

da cadeia pol ipeptidica

LS

|
N i M
oy (H_.-{ A\
0=C —/
N-H
Ser  H-C—CH,~OH
o=¢
I 0
Glu H=C—CH,~CH,—C
ol
I{J—H H
Ly H=C—CHy=CH,~CH,~CH,-N-H

H

da cadeia polipeptidica

Figura 3.5: Exemplo de um polipeptidio. Em amarelo temos a ligacao peptidica e
em cinza, um aminoacido. As cadeias laterais dos aminoacidos sao mostradas em
rosa. Uma extremidade, o N-terminal, termina com um grupo amino, e a outra,

C-terminal, termina com um grupo carboxila. Imagem removida de .
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CADEIA
AMINOACIDO CADEIA LATERAL AMINOACIDO LATERAL
Aspartato Asp D negativa Alanina Ala A apolar
Glutamato Glu E negativa Glicina Gly G apolar
Arginina Arg R  positiva Valina Val V apolar
Lisina Lys K positiva Leucina Leu L apolar
Histidina His H positiva Isoleucina lle 1 apolar
Asparagina Asn N  polar ndo carregada Prolina Pro P apolar
Glutamina GIn  Q polar ndo carregada Fenilalanina Phe F apolar
Serina Ser S  polar ndo carregada Metionina Met M apolar
Treonina Thr T  polar ndo carregada Triptofano Trp W apolar
Tirosina Tyr Y  polar nio carregada Cisteina Cys C apolar
—  AMINOACIDOS POLARES ! AMINOACIDOS APOLARES ———
(hidrofilicos) (hidrofébicos)

Figura 3.6: Listagem dos diferentes aminoacidos encontrados nas proteinas, separa-
dos por suas caracteristicas quimicas. Sao apresentadas as abreviacoes de 3 letras e

1 letra. Imagem removida de .

A estrutura proteica ou proteina é sintetizada no interior das células de acordo
com seu codigo genético para desempenhar uma determinada fungao biolégica. A sua
formacao ocorre através do acoplamento de aminoacidos via ligacao peptidica que iré
originar uma seqiiéncia de aminoacidos especifica, denominada estrutura primdria.
Esta seqiiéncia é sempre lida a partir da extremidade N-terminal. O proximo nivel
de organizacao, estrutura secunddria, que inclui as conformacoes a-hélices e as folhas
B que se formam devido ao enovelamento ou pareamento de alguns segmentos da
cadeia polipeptidica. A conformacao completa, tridimensional, formada por toda
a cadeia polipeptidica é chamada de estrutura tercidria. Por fim, se uma molécula
proteica é formada por um complexo de mais de uma cadeia polipeptidica, entao
temos a estrutura quaterndria, Figura [3.7]

A estrutura final, ou conformagao, adotada pela proteina é determinada por
fatores energéticos, ou seja, uma proteina geralmente se enovela de forma a minimi-
zar sua energia livre. Se as ligagoes nao covalentes que montem a conformacao da

proteina forem rompidas, entao temos uma proteina desenovelada, ou desnaturada.
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Cada proteina normalmente se enovela em uma tnica conformagao estavel que por
sua vez pode variar ao interagir com outras moléculas. Essa maleabilidade na forma

é essencial para que a proteina exerca sua funcao.

Estruturada proteina

HO 0 Estrutura primaria

Figura 3.7: Niveis de organizacao da estrutura molecular de uma proteina. Imagem

retirada de )

As estruturas secundérias (a-hélices, folhas § e volta [3) da proteina resultam da
formagao de pontes de hidrogénio entre grupamentos N-H e C=0 na cadeia principal

de polipeptideos. Uma a-hélice é formada quando uma tunica cadeia polipeptidica
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gira em torno do seu eixo para formar um cilindro estruturalmente rigido. Uma
ponte de hidrogénio se forma a cada quatro aminoacidos, o que origina uma hélice
regular com uma volta completa a cada 3,6 aminodcidos, Figura [3.8h. Folhas (
sao compostas por pontes de hidrogénio entre cadeias polipeptidicas dispostas lado
a lado. Quando as cadeias polipeptidicas estao dispostas no mesmo sentido, ela é
considerada uma folha ( paralela, Figura[3.8b e quando estao em sentidos contrérios,
a estrutura é uma folha 3 antiparalela, Figura[3.8d. Por fim, na volta (3, a ponte de
hidrogénio ocorre entre os aminoacidos 1 e 4 da cadeia peptidica, Figura|3.8c. Esta

estrutura permite que a cadeia peptideca mude de direcao.

a)

=

’{“ "y Paralela ¢ :

;’ﬁ: j N E—
c)

oy ® : - P

s i TN YT
@ .*.Q- 8 —
[ | Antiparalela o

Figura 3.8: Representagao da estrutura secundéria da proteina. Em a) a-hélice ||

b) folha  paralela e antiparalela e ¢) volta f3 .

Para ajudar a manter suas estruturas, as cadeias polipeptidicas das proteinas
sao geralmente estabilizadas por ligagoes covalentes cruzadas. A ligagao covalente
cruzada mais comum sao as pontes dissulfeto que reforcam a estrutura da proteina na

sua conformacao mais favoravel, apesar de nao alterarem a conformacgao da mesma

[55].
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3.2.1 Osteocalcina

Osteocalcina (OC) é a proteina ndo colagenosa mais abundante nos ossos e
serve como um marcador biol6gico (quanto um individuo tem osteoporose, a quan-
tidade de osteocalcina diminui) para a avaliacao clinica de doenga Gssea . Além
disso, pensa-se que a mesma tem um importante papel na cicatrizacao dssea ,
parece ser crucial na regulagao da atividade osteoblastica, ou seja, na formagao dos
ossos, [62], evita a ansiedade e melhora o aprendizado espacial e a memdria, [63] e
tem um papel na regula¢ao do metabolismo da glicose em seres humanos, [64].

A OC, com massa molecular de 5929,43 Da, consiste de 45 a 50 aminodcidos,
Figura 3.9 e devido a presenca de trés acidos ~-carboxiglutamicos, posigoes 17, 21
e 24, também é conhecida como proteina Gla, . Este residuo Gla, quando em
solucao, se liga aos fons C'a?* presentes no meio induzindo a formacao da estrutura
a-hélice em sua estrutura seundaria, o que aumenta a afinidade da mesma com
a HA Desta forma, a OC influencia a mineralizagao 6ssea, sendo também
importante em processos de desorcao e reabsorcao éssea ao recrutar osteoclastos e

osteoblastos, [6§].
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Figura 3.9: Sequéncia primaria dos aminoacidos para a osteocalcina em vérias
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Mesmo com a grande maioria da estrutura primaria da osteocalcina se preser-
vando entre as espécies, o terminal N varia consideravelmente e este terminal é
responsavel pelas diferencas na afinidade com o calcio e na indugao da helicidade
entre as espécies, . Na Figura temos um esquema da osteocalcina porcina
(1Q8H) gerada pelo programa VMD, aproximadamente 85 % idéntica & osteocalcina

humana, uma vez que a estrutura da osteocalcina humana nao é conhecida.

Figura 3.10: Esquema da osteocalcina porcina (RSCB Protein Data Base Structure
1Q8H, http : [ Jwww.resb.org/pdblexplore.do?structureld = 1g8h) mostrando as trés
estruturas a-hélices (em roxo), a ponte disulfidica (azul claro), os aminoacidos Gla

(azul escuro), Asn (vermelho), His (verde) e Phe (amarelo).

Como é necessario a presenca da vitamina-K para a formacgao do acido y-carboxiglutamico,
no nosso corpo existe tanto a osteocalcina com os trés Gla, quanto a osteocalcina
sem nenhum Gla, chamada aqui de osteocalcina descarboxilada (dOC) em diferentes
proporcgoes . Recentemente, trabalhos mostram que a osteocalcina e a osteocal-
cina descarboxilada estao envolvidas em diferentes processos de regulagao endocri-
nal, proliferagao de células, testosterona, secregao de insulina, entre outros, [69-76].
Quando usada como recobrimento de materiais compostos de apatita e coldgeno, a

osteocalcina promove a diferenciagao osteobléstica e remodela a atividade dssea, [77].
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Devido a estas importantes aplicagoes hd uma motivacao no estudo mais aprofun-

dado de OC adsorvida em nano cristais de HA.

3.2.2 Insulina

A insulina é um hormonio peptideo produzido nos pancreas e é responsavel
pela regulacao do metabolismo dos carboidratos e gorduras ao fazer com que as
células do figado, dos musculos e tecidos de gordura capturem a glicose do sangue,
transformando-a em energia ou armazenando-a na forma de glicogénio no figado e
musculos [7879]. Além disso, estudos recentes mostram que a insulina, em condigoes
normais, pode estimular a diferenciacao osteoblastica produzindo mais osteocalcina,
o que pode entao estimular mais producdo de insulina pelo pancreas, [80].

A insulina é produzida no pancreas sob a forma de uma longa cadeia polipeptidica
de 110 aminoacidos incluindo um peptideo sinal, as cadeias A e B da insulina e um
peptideo conector, ou C-peptideo. Ao entrar no reticulo endoplasmaético o peptideo
sinal é cortado e as pontes de dissulfeto entre as cadeias A e B sao formadas. Nesta
etapa o C-peptideo é de suma importancia para orientar as duas cadeias para a
formacao das pontes de dissulfeto. A pré-insulina, como é chamada nessa etapa, é
transportada para o aparelho de Golgi onde tem o C-peptideo cortado e sua con-
formacao final é formada. Ela entao é estocada em forma de granulos, que posteri-
ormente serao secretados para o meio extracelular [81].

Sua cadeia primaria, portanto, consiste de duas cadeias de aminoacidos, sendo a
cadeia A (4cida) com 21 aminodcidos e a cadeia B (basica) com 30. Trés pontes de
dissulfeto estao presentes na estrutura da insulina, sendo duas ligando as cadeias A
e B (posi¢oes 7TA com 7B e 20A com 19B) e a terceira é uma ponte interna na cadeia
A (posigbes 6 e 11). A integridade das trés pontes de dissulfeto da insulina é critica
para sua atividade bioldgica e sua ruptura ou rearranjo invariavelmente conduz a

uma bioatividade extremamente baixa. A insulina bovina difere da humana em 2
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aminodcidos da cadeia A e no ultimo aminoacido da cadeia B, Figura [3.11]

Humana - GIVEQCCTSICSLYQLENYCN Cadela A

FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKT Cadeia B

.
Bovina— GIVEQCCASVCSLYQLENYCN Cadela A

FVNQHLCGSHLVEALYLVCGERGFFYTPKA Cadeia B

Figura 3.11: Sequéncia priméria dos aminodcidos na insulina humana e bovina,

mostrando as duas cadeias e as pontes de dissulfeto.

Devido a similaridade entre ambas as insulinas, as massas moleculares também
sao parecidas, sendo 5807,57 Da para a humana e 5733,49 Da para a bovina. Como
os residuos invaridveis entre as diferentes origens da insulina sao responsaveis pela
estrutura molecular da mesma, o enrolamento e empacotamento das cadeias A e B
sao essencialmente, numa conformacao tridimensional, iguais. Portanto, a estrutura
secundaria de ambas as insulinas é formada, na cadeia A, somente por duas estru-
turas a-hélices antiparalelas (A1-A8 e A12-A18) e, na cadeia B, por uma estrutura
a-hélice (B9-B19). Na sua conformacao final, a insulina apresenta aminodcidos hi-
drofilicos a superficie e hidrofébicos no interior, sendo que a cadeira A é a mais
exposta ao exterior.

A insulina pode existir na forma de monoémero, dimero ou hexamero. Em solugoes
acidas e neutras, em concentracoes usadas para uso farmacéutico, os monomeros
(~2,6 nm) se juntam para formar um dimero, e em solugdes neutras com presenga
de fon zinco, esses dimeros aglomeram-se formando hexamero (~5,6 nm), Figura
3.12] Esta figura foi gerada usando o programa VMD, versdo 1.9.1, [82]. A insulina
¢é armazenada no corpo na forma de hexamero e por nao ser susceptivel a fibrilacao,

é usada nesta estrutura para o uso farmaceéutico, no entanto a forma ativa da mesma



3.2 Proteinas 21

é o monomero, uma vez que é nesta forma que a proteina se liga aos receptores de

insulina, [83H86].

a)

Figura 3.12: Esquema da insulina humana na forma de dimero (RSCB Protein
Data Base Structure 1GUJ, http : [Jwww.rcsb.org/pdblexplore.do?structureld =
lguj) (a e ¢) e de hexdmero (RSCB Protein Data Base Structure 2WS6, http :
[ [www.resb.org/pdblexplore.do?structureld = 2ws6) (b e d). Na parte de cima
temos a forma esquematica das a-hélices e na parte de baixo os atomos ligados,
sendo que a cor verde é o carbono, a cor azul é o nitrogénio, vermelho é o oxigénio

e amarelo o enxofre.
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3.2.3 Isotermas de adsorcao

Em um processo de adsorgao, o material a ser adsorvido (adsorbato, no caso deste
trabalho, proteina) é atraido para a superficie do material (adsorvente, neste caso,
fosfato de célcio) ficando ligado ao mesmo via ligagoes fisicas ou quimicas. No caso
de adsorcao fisica, as interagoes entre adsorbato e adsorvente sao fracas, envolvendo
menores valores de energia de ligacao. Ja a adsorcao quimica envolve interacoes
com valores de energia superiores. Quando o equilibrio (taxa de adsorcao é igual a
taxa de desorcao) é atingido, relagoes de equilibrio (conhecidas como isoterma de
adsorcao) podem ser estabelecidas, o que nos fornece uma descricao da interagao
entre os materiais, as vias do mecanismo de adsorcao, propriedades da superficie,
entre outras caracteristicas do sistema, [87].As isotermas de adsorgao podem entao
ser usadas para comparar a capacidade de adsorcao de diferentes adsorbatos em
diferentes adsorventes. Dentre os modelos que descrevem as cinéticas de adsorcao

pode-se citar o de Langmuir, de Freundlich e Langmuir-Freundlich [88-90].

Isotermas de Langmuir

O modelo de Langmuir assume que a adsorcao ocorre pela formagao de uma
monocamada molecular, através de ligacoes quimicas com a superficie do material,

sem que as moléculas interajam entre si. A isoterma é descrita pela equacao:

KC,,

Q= Qmazl-i-—KCeq (3.1)

7

em que: () é a concentracao de proteina na superficie da HA [mg/mL], C., é a
concentragao da proteina em solugdo [mg/mL], K é a constante de equilibrio que
representa a afinidade entre a superficie e a proteina, com unidade sendo a inversa
da concentragao, ou seja, [mL/mg] e Qe é a quantidade méxima de proteina

adsorvida [mg/mL].
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Isotermas de Freundlich

Neste modelo, formam-se multicamadas de adsorbato na superficie do adsor-
vente, com interacao fisica entre as moléculas. Este modelo é aplicado para sistemas
heterogéneos, especialmente para compostos organicos. A equagao que descreve essa

isoterma é:
Q = kCP (3.2)

em que: () é a concentracdo de proteina na superficie da HA [mg/mL], C,, é a
concentragao da proteina em solu¢do [mg/mL], k£ é a constante de equilibrio entre
a superficie da HA e a proteina e, neste caso, relaciona a capacidade de adsorcao e
p ¢é a constante de poténcia que descreve a intensidade da adsorcao e o grau de nao
linearidade entre a concentragao da solugao e a adsorcao, com n =1 implicando em
uma adsorcao linear, n<1, um processo quimico e n>1 um processo fisico. Quando

n estd entre 1 e 10, significa que temos um bom processo de adsorcao.

Isotermas de Langmuir-Freundlich

A isoterma de Langmuir-Freundlich é uma associacao dos dois regimes, a sa-
turacao e nao saturacao da adsorcao. Para pequenas concentracoes de adsorbato,
temos a isoterma de Freundlich e para grandes concentragoes, a isoterma de Lang-
muir. A equacao é dada por:

KCy,

Q = Qmax“—}—(c,gq

(3.3)

em que: os parametro @, Qqz, K e Cgq sao idénticos aos da isoterma de Langmuir e
r ¢ o indice de heterogeneidade e representa a cooperatividade presente na interacao
das moléculas na superficie com a proteina. Para r = 1 nao ha cooperatividade, r>1,

a cooperacao é positiva e 0<r<1 a cooperagao é negativa.
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3.3 Interacao de proteinas com superficies

Assim que um material entra em contato com o fluido corpéreo, proteinas sao ad-
sorvidas na superficie do mesmo, provocando mudangas importante na distribuicao
de carga superficial do material, na capacidade de formacao de ligacao de hidrogénio,
eletrostaticas ou de Van der Waals [91]. Além disso, a adsor¢ao de proteinas cons-
titui o primeiro evento necessario para que células sejam aderidas a superficie do
material e deem partida ao processo de proliferacao, diferenciacao e formacao de
tecido novo, [5]. Assim, as interagbes entre proteinas e a superficie do material é
um processo essencial para o sucesso do implante. Ademais, a adsorcao de proteina
também desempenha um papel vital nas areas de design de biossensores e sistemas
de liberagao de drogas, [92,93].

Algumas caracteristicas dos materiais, tais como topografia, composi¢ao quimica
de superficie, hidrofilicidade e hidrofobicidade, carga e potencial de superficie e es-
tabilidade estrutural sao fatores importantes que interferem no processo de adsorcao
das proteinas. Além disso, as propriedades do meio reacional ou biolégico tais como
o pH, temperatura, composicao ionica, afetam a cinética do processo, tornando-o
complexo. Em geral, a interacao é de curto alcance (A), através de ligacoes de
pontes de hidrogénio, forcas de Van der Waals e forcas dispersivas, sendo, portanto,
fracas. Estas interagoes ocorrem entre os atomos de C'a™ da hidroxiapatita e o ter-
minal COO~ das proteinas, ou entre os terminais PO~/OH~ da HA e H3N* das
proteinas, |16}94-96].

As ligacoes da proteina com a superficie do material podem induzir mudangas
conformacionais e estruturais na proteina. Estas mudancas dependem da energia
interna da proteina sendo que as proteinas mais flexiveis tém mais facilidade de serem
adsorvidas na superficie do que proteinas “rigidas”. O conceito de proteina flexivel

vem do fato de que grande parte das proteinas tém grandes dominios desestruturados
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que podem se estruturar ao interagir com o material. Portanto, os terminais COO~
e H3N™* das regioes desestruturadas sao os principais candidatos para interagir com
a superficie do implante, [95].

Ao longo das tultimas décadas, iniimeros trabalhos tém se dedicado ao estudo da
interagao de biomateriais ceramicos (fosfatos de célcio, titanio, alumina, zirconia,
biovidro) com proteinas com importancia biolégica. Estes trabalhos procuram es-
tabelecer relacao entre a adsorcao e caracteristica do material tais como o tamanho
de particula, tamanho de poro [92,97-99|, area superficial especifica, a natureza
quimica da superficie e a carga superficial [18,93100-102] e o pH e a for¢a idnica do
meio reacional [103]. Apesar da grande quantidade de trabalhos, pouco se conhece
sobre estes mecanismos, por isso, procura-se entender os mecanismos de interagao
entre proteinas e a superficie dos materiais. Um exemplo disto é a interacao da
insulina com fosfatos de célcio [92,104-106].

Lee et al funcionalizaram a superficie da hidroxiapatita com os aminoacidos ar-
ginina (Arg) e com o acido glutamico (Glu). Eles mostraram que a forte atragao
eletrostatica entre aminoacidos na superficie da HA e proteinas do meio biolégico
promove significativamente a adesao dos osteoblastos e aumenta a atividade de fos-
fatase alcalina (ALP) de osteoblasto. No entanto a presenca dos aminoacidos nao
altera a proliferagao celular [107].

Zhao et al estudaram a adsorcao da albumina, BSA, em fosfatos de célcio e
mostraram que a composicao dos fosfatos influencia a taxa de liberagao da proteina
na seguinte ordem: TCP-BSA > BCP-1-BSA > BCP-2-BSA > HA-BSA [10g].

Ao comparar a superficie do substrato de titanio (Ti), sem e com o recobrimento
de um filme de HA, Sai Wu et Al, demonstraram que o revestimento diminui o angulo
de contato da agua com a superficie que tem maior rugosidade. Estas mudancas
diminuem a adsorg¢ao da fibronectina (Fn) e da BSA na superficie do Ti recoberto,

mas aumenta a adsor¢ao da proteina morfogenética, BMP-2. Além disso, o filme de
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HA estimula a adesao de osteoblastos e as células-tronco mesenquimais da medula
éssea (MSCs) e a diferenciacao osteogénica de MSCs, [109).

No caso do estudo apenas da adsorcao da Fn, ao comparar duas hidroxiapatitas
diferentes, sendo a HApl com menor tamanho, cristalinidade e potencial zeta que a
HAp2, Wu, F. et Al, revelaram que a adsorcao é maior para moléculas mais compac-
tas de Fn para a HApl e, além disso, a medida que a concentracao da HA aumenta,
ocorre uma aglomeracao de nano particulas de HA que provoca um aumento da
adsor¢ao de Fn. Sendo assim eles propuseram que tanto a quimica da superficie de
um tUnica nano particula, quanto o tamanho e a morfologia dos aglomerados de HA
sao importantes para a interagao da fibronectina com a hidroxiapatita [110].

Matsui, N. estudou a influéncia da concentracao da fibronectina no processo de
adsorcao na hidroxiapatita e concluiu que para baixas concentracoes a Fn assume
uma estrutura esferoide oblato ficando com a lateral em contato com o ar (side-on),
enquanto para altas concentragoes, sua estrutura é fibrilar e adsorve com a parte final
para fora (end-on). Além disso, ele mostrou que hd maior aderéncia de osteoblastos
na superficie com baixa concentracao de Fn adsorvida, o que sugere que o gradiente
da concentracao da Fn é importante para regular a interagao biomaterial-célula na
medicina regenerativa [111].

A discrepancia entre o ligeiro aumentos dos niveis de sSBGP (serum bone Gla
protein) em paciente com doenga de Paget e o grande aumento da renovagao Gssea
em todos esses pacientes é conhecia na literatura e uma possivel explicacao para
esta discrepancia pode ser uma reforcada ligacao da sBGP com a fase mineral do
0sso nesta patologia. Um aprisionamento anormalmente alto de BGP na matriz
Ossea levaria a uma menor liberacao desta proteina no osso. Com isso, Rosa Torres
et al, estudaram essa hipotese usando um modelo experimental da fase mineral
do osso (HPLC hydroxypatite columm) e para isso eles avaliaram 14 pessoas com

(sBGP = 7,8+3,5 ng/mL) e 14 pessoas sem (sBGP = 3,3+0,9 ng/ml) a doenga.
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O sBGP foi liofilizado e ressuspenso em 1 mM de K HyPO4, 1 mM CaCls, 0,02
% NaN3, pH 8,4 e injetado em um sistema de gradiente de HPLC. Eles entao
concluiram que a sBGP se liga a HA de forma similar em ambos os grupos sugerindo
entao que a alteragao nas moléculas de sSBGP nao é responsavel pela ligacao anormal
desta com o osso [112].

T.L. Dowd et al investigaram o efeito do Pb?* na estrutura e nas propriedades de
ligagoes minerais da osteocalcina. Como a relagao entre C'a?* e a osteocalcina jé é
conhecida, eles compararam o efeito do Pb** com o do C'a?*. Analises de dicroismo
circular (CD) indicam que o Pb?" induz uma estrutura similar na osteocalcina com
o Ca?*, porém com concentragoes com duas ordens de magnitude menores. Esses
resultados foram explicados pelas ligacoes do Pb?** com a osteocalcina serem mais
de 4 ordens de magnitude mais fortes (K, =0,085 uM) se comparado com o Ca?*
(K4=1,25 mM). Os ensaios com liga¢oes da OC com hidroxiapatita mostraram que
o chumbo causa um aumento da adsorcao de HA similar ao aumento com a presenca
do célcio, mas com concentracoes na ordem de 2-3 vezes menores. Além disso, baixo
nivel de Pb?* (1 pM) junto com niveis de C'a®* fisiolégicos (1 mM) provocaram
um significativo aumento (40 %) da quantidade de mineral ligado & osteocalcina se
comparado com a quantidade de mineral na presenca de apenas 1 mM de Ca?*.
Estes resultados sugerem um mecanismo molecular de toxidade de Pb**, onde baixo
nivel de Pb** pode perturbar inapropriadamente o processo regulamentado pelo
Ca?*. In-vivo, o aumento de osteocalcina ligada ao mineral pode ser responsavel
pela baixa taxa de formagao éssea e por diminuir a densidade éssea que é observada
em animais contaminados com Pb** |113].

Com o intuito de analisar a influéncia das caracteristicas topograficas da hidroxi-
apatita na adsorcao de fibronectina (Fn) e osteocalcina (OC) e a adesao e morfologia
do osteoblasto MC3T3-E1, N. Ribeiro et al, sintetizaram dois substratos de HA a 725
°C' (HAT725) e 1000 °C' (HA1000). As HA1000 apresentaram tamanho de grao ligei-
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ramente maior, maior raiz quadrada média de rugosidade (Rq), drea de superficie e
porosidade menores em relacao a HA725, adsorvendo assim maiores quantidades de
ambas as proteinas. Estes substratos também obtiveram maior niimero de dominios
expostos de célula-Fn, assim como maior afinidade a osteocalcina. Maior viabilidade
e numero de célula foram encontrados nas superficies de HA1000 em comparacao as
HAT725, independentemente da presenca ou tipo de proteina adsorvida na superficie
dos substratos. Portanto, a adesao de osteoblastos e a atividade metabdlica parecem
ser mais sensiveis a morfologia e rugosidade da superficie do que ao tipo de proteina
adsorvida, |114].

No estudo da adsorc¢ao de citocromo c e insulina na superficie de hidroxiapatita,
Chie Kojima et al viram que houve maior adsor¢ao da insulina, o que foi atribuido
ao fato desta ser menor que o citocromo c. Também propuseram que a insulina
adsorve formando multicamadas [88].

Com o objetivo de estudar o efeito da injecao intramuscular de hidroxiapatita
funcionalizada com insulina em ratos com diabetes mellitus, Yen-Jye Shyong et al,
concluiram que o nivel de glicose no sangue permaneceu normal por 4 dias depois
de uma unica injecao de particulas de insHAP, o que prova que a insHAP pode
proporcionar um avanco na administragao de insulina para o tratamento da diabe-
tes mellitus, e podem também ser usadas para administrar proteinas fluorescentes,
anticorpos e farmacos anticancerigenos [115].

Todos esses artigos descrevem resultados da interagao de proteinas com a hidro-
xiapatita, mas nenhum estuda como ¢ esta interagao, qual o efeito da adsorcao no
material e na prépria proteina. A seguir segue alguns experimentos que descreveram
de alguma forma, mas nao detalhadamente, o efeito do processo de interacao.

Ao estudar a adsorcao de insulina em hidroxiapatita nao dopada e dopada com
silicio, M. Lasgorceix et al mostraram que a insulina adsorveu em ambas superficies

e a mesma mudou a sua estrutura secundaria de majoritariamente a-hélice para a
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forma folha-5. Ao estudar a biocompatibilidade nos materiais com e sem insulina,
uma boa viabilidade das células foi encontrada e nao foi observado proliferacao, in-
dependentemente da composicao do material e da presenca ou auséncia de insulina.
Nos estudos in vivo, depois de 9 semanas de implantagao de granulos dos materiais,
uma maior resposta inflamatéria foi obtida para a silicato hidroxiapatita em com-
paracao com a hidroxiapatita pura, mas nao houve diferenca no caso da presenca de
insulina [104].

Susanne et al estudaram a interacao de insulina humana, Asp®2%-Insulina e
TrpB30-Insulina adsorvida em teflon. A medida para a curva de isoterma (concen-
tracao da proteina adsorvida em fungao da concentracao da proteina em solugao)
foi realizada ao medir a concentracao do sobrenadante com UV-Vis e subtrair da
solucao inicial. Esta curva mostra que a adsorcao atinge uma saturacao, mas eles
nao ajustaram a curva com nenhuma isoterma conhecida. Além da curva eles mos-
traram através de dicroismo circular que a AspP?8-Insulina tem o sinal em 222 nm
diminuido e a insulina adsorvida em teflon perde essa banda, mostrando que no pro-
cesso de adsorcao a uma superficie ou a um aminoacido a insulina tem sua estrutura
secunddria perturbada [116].

Michael et al demonstraram a adsorcao de insulina em varias superficies dife-
rentes e compararam em qual amostra ha maior adsor¢ao, o que indica uma maior
afinidade da insulina com a superficie. No entanto, nenhum estudo mais profundo
indicando a dinamica do processo é feito [117].

Zhu et al fizeram o estudo da adsor¢ao de fibronectina, insulina e coldgeno tipo
I em substratos de HA e BCP com diferentes tamanhos. Eles levantaram a isoterma
de adsor¢ao ao medir a concentracao de proteina no sobrenadante usando um ensaio
BCA. Apesar do grande erro nas medidas e dos poucos pontos na curva, Figura
3.13] ele concluiu que o processo de adsorcao segue a isoterma de Langmuir e com a

BCP formando uma maior capacidade de adsorgao, porém uma menor constante de
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equilibrio se comparado com a HA. Além disso, a fibronectina e a insulina mostraram
adsorver mais nas particulas de HA T e BCP I (maior distribui¢do de tamanhos e
formas irregulares) do que nas amostras de HA II e BCP II (formato de bola e
uma fina distribuigdo de tamanho em 50 pum) e para o Col-I ndo houve diferenga

significativa entre as amostras [92].
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Figura 3.13: Isoterma de adsorcao de insulina nas amostras estudadas por Zhu et

al [92].

Até onde foi possivel investigar, apenas um trabalho usou a técnica de XPS para
levantar a curva de isoterma da quantidade de proteina adsorvida na superficie do
material. Neste caso, Baio J et al, adsorveram albumina bovina (BSA) em trés
tipos de fosfatos de calcio: hidroxiapatita, DCPD e S-TCP. Eles encontraram que
houve formacao de monocamada de BSA, com saturacao nas trés superficies, mas
com ligeiramente menos proteina na superficie de S-TCP. Logo, a densidade de
empacotamento da BSA ¢ ligeiramente mais elevada nas superficies de HA e DCPD

em comparacao com a superficie de S-TCP [118].
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3.4 Técnicas Analiticas

3.4.1 Espectroscopia de Fotoelétrons por Raios X (XPS)

A espectroscopia de fotoelétrons por raios X, XPS, é uma das técnicas mais
importantes para o estudo da composicao quimica da superficie de materiais. A
técnica baseia-se na irradiacao da superficie da amostra com raios X macios, tais
como MgKa (1253,6 eV) e AlKa (1486,6 €V). Através do efeito fotoelétrico, Figura
[3.14] elétrons sdo emitidos com energia E..:

E.=hv-Ey-¢ (3.4)

em que: h é a constante de Planck e vale 6,62x10734 Js, v é a frequéncia do féton
em Hz, Ej, é a energia de ligacao do elétron na amostra e ¢ é a fungao trabalho.
Esses elétrons emitidos sao chamados de fotoelétrons. Os raios X utilizados tém
poder limitado de penetragao em um sélido, restringindo a andlise a superficie do
material (de 1 nm a 10 nm). Eles interagem com os atomos do material que emitem
fotoelétrons com livre caminho médio inelastico da ordem de nanémetros. No caso
de fosfatos de calcio como a hidroxiapatita, o livre caminho médio dos elétrons com
espalhamento ineldstico que conseguem sair do material com energia variando de 50
eV a 1500 eV é de 0,5 nm a 2,6 nm, [119]. O equipamento de medida operando
em ultra alto vdcuo (5 x 10710 mbar), detecta e quantifica a energia dos elétrons
emitidos e, através da Equacao determina-se a energia de ligacao do elétron com
o elemento, permitindo entao uma andlise quimica da superficie da amostra.

No processo de interacao da radiacao com a superficie, dois processos podem
ocorrer: emissao de fotoelétrons ou de elétrons Auger. No processo Auger, um
elétron de uma camada exterior decai para a vacancia gerada na emissao do fo-

toelétron emitindo um segundo elétron que carrega o excesso de energia envolvida
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Espectrémetro
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Figura 3.14: Principio bésico de funcionamento da técnica de XPS baseada no efeito

fotoelétrico, .

em todo o processo. Essa energia, Fx 1 é dada pela seguinte equagao:
Exrr=FEx —Ep1 — Erass (3.5)

em que: FEy, Er1 e Erog sao as energias cinéticas dos elétrons da camada K, do
elétron da camada L que decaiu para a camada K e do elétron Auger que saiu da
camada L, respectivamente. A energia dos dois elétrons, Auger e fotoelétrons, juntos
nao pode exceder a energia dos fétons ionizantes. Como os dois processos ocorrem
simultaneamente, o espectro de XPS apresenta picos de ambos processos.

Uma vez emitidos da amostra, os elétrons sao detectados no espectrometro de
acordo com sua energia cinética. O analisador mais usado é o analisador hemisférico
concéntrico (Concentric Hemisferical Analyser - CHA). Ele consiste de duas semi-
esferas concéntricas, de raios Ry (a externa) e Ry (interna) com uma diferenga de
potencial aplicada entre elas, sendo a semi-esfera externa negativa e a interna posi-
tiva. Devido ao campo elétrico criado entre as duas semi-esferas, se um elétron entra
com uma alta energia cinética ele ira colidir com a parede externa e se sua velocidade

for baixa, colidird com a parede interna. Portanto, apenas elétrons com uma faixa
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de energia cinética (pass energy ou energia de passagem) conseguird percorrer todo
o analisador e chegara no detector.

O espectro de XPS corresponde as intensidades dos elétrons emitidos versus as
energias de ligacao ou a energia cinética dos elétrons que chegam ao detector, resulta
em uma curva com picos sobrepostos a um background, ou ruido de fundo. Estes
picos correspondem aos fotoelétrons e elétrons Auger que nao perderam energia
cinética ao sairem da amostra e o ruido de fundo é referente aos outros elétrons
que sofreram colisoes elasticas perdendo energia cinética ao sairem da amostra e,
portanto, nao serve para a identificacao dos elementos quimicos, Figura [3.15 Desta
forma, podem-se identificar elementos presentes na amostra e a sua concentragao

relativa.

CPS

I I
800 600 400 200
B.E. (eV)

T v T
1200 1000

Figura 3.15: Exemplo de um espectro de XPS com picos fotoelétricos e picos Auger.

No espectro de XPS, os picos podem apresentar deslocamentos devido a um
carregamento que ocorre na superficie de amostras nao condutoras durante a medida.
Portanto, antes de comecar a andlise de XPS é necesséario fazer uma calibracao
do espectro. Para isso, utiliza-se o pico do carbono organico (energia de 284,6

vez v
eV, [121]), uma vez que este sempre aparece em amostras que tiveram contato com o
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ar. Além deste deslocamento, ocorre também o chamado deslocamento quimico, que
ocorre quando um atomo combina com outro dtomo, mudando seu estado quimico.
Quando isto acontece, uma interacao ocorre na densidade de elétrons de valéncia
causando uma alteracao no potencial eletrostatico afetando os elétrons internos, o
que resulta na mudanca da energia de ligacao desses elétrons internos. Ou seja,
o mesmo atomo ligado a diferentes atomos, leva a diferentes energias de ligagao,
deslocando o pico de 0,1 eV a 10 eV. Apds a correcao do possivel carregamento,
qualquer outro deslocamento é referente a ligacao quimica do elemento.

Enquanto a energia de ligacao do pico esta relacionada com a identificacao do
elemento quimico, a area do pico refere-se a quantidade do elemento presente na
amostra. Vdérias técnicas utilizando fator de sensibilidade para a area foram de-
senvolvidas e sao as mais usadas para esta quantificacao. Seguindo esta linha de
raciocinio, para uma amostra homogeénea, o nimero de fotoelétrons por segundo em

um pico (I) é dado por:
I =nfoOy AT (3.6)

em que: n é o nimero de dtomos do elemento por em3 da amostra, f é o fluxo
de raios x [fétons/(cm?s)], o é a segao de choque fotoelétrica da érbita atomica de
interesse [cm?|, 6 refere-se a eficiéncia do espectrometro e é baseado no angulo entre
o caminho do féton e o detector, y ¢é a eficiéncia do processo fotoelétrico, A é o livre
caminho médio do féton na amostra, A é a area da amostra onde ocorreu emissao
de fotoelétrons e T' ¢ a eficiéncia de detecgao dos elétrons emitidos [122]. De acordo

com a equagao [3.6] temos:

I

"= FoOyNAT (37)

em que: o denominador é chamado de fator de sensibilidade atomico, S. Como a

razao entre os fatores que envolvem o espectrometro e a fonte é independente da
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amostra, a razao entre as concentracoes pode ser calculada pela seguinte equacao:

/S
m_ L% (3.8)
N2 [2/ Sy
Por sua vez, a fracao atomica de um constituinte na amostra é dada por:
e Lo/ (3.9)

R T WAL

Com isso, podemos caracterizar a amostra quanto a composicao e quanto a
ligacao quimica dos elementos.

Além disso, a técnica de XPS também pode ser usada para a identificagao de
contaminagoes e/ou impurezas desejadas na superficie da amostras, como também
fazer um perfil ao longo de toda a amostra, utilizando para isso a técnica de sputte-
ring, na qual fons que incidem na amostra arrancam material da mesma, expondo

camadas mais profundas.

3.4.2 Espectroscopia de Massa de fons Secundarios por Tempo

de Voo (ToF-SIMS)

A espectroscopia de massa de ions secundarios por tempo de voo usa um feixe
de fons, da ordem de keV, que incide na amostra e por sputtering desloca os ions da
superficie. Como os ions que incidem na amostra tem energia da ordem de alguns
keV, eles tém energia suficiente para quebrar as ligagoes atomicas, portanto, quanto
mais proximo do ponto de incidéncia dos feixes, mais fons dissociados sao liberados
e a medida que vai afastando do ponto de incidéncia, os fons primarios perdem
energia devido a colisoes com moléculas e datomos do material, nao conseguindo
quebrar as ligagoes, o que faz com que particulas maiores, como clusters e moléculas
sejam liberadas, Figura[3.16] Neste processo, somente particulas produzidas nas 2-3
monocamadas externas da amostra tém energia suficiente para superar a energia de

ligacao superficial e deixar a amostra. A maioria das particulas liberadas é neutra e,
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portanto nao serve para analise, pois é necessario um campo elétrico para acelerar
essas particulas até o detector. Somente uma pequena fracao dos ions liberados
sao carregados positivamente ou negativamente dependendo da sua configuragao

eletronica [123], podendo ser entdo analisados em respeito a sua razao m/z.

fons secundarios

. -..,.’li

fon
incidente

Amostra

Figura 3.16: Esquema do funcionamento da técnica ToF-SIMS mostrando a
formacgao de ions secundarios que podem ser fons dissociados ou moléculas, de-

pendendo da distancia de incidéncia do feixe primario.

Para manter a sensibilidade as monocamadas mais externas, minimizar o dano
da amostra e promover a dessorcao de grandes fragmentos organicos, a dose de
ions primarios na area de analise deve ser suficientemente baixa para garantir que
um fon primario nao atinja a mesma regiao mais de uma vez. Para materiais po-
liméricos analisados sob estas condicoes e com menos de 10% da monocamada supe-
rior podendo ser consumida, a dose de {ons primdrios totais nao deve exceder 103
fons/em? [123].

Estes fons liberados da amostra sao chamados de fons secundarios e sao acele-
rados até o detector. Este detector é um espectrometro de massa que determina a
massa da particula (m) pelo tempo () que a mesma levou (tempo de voo) para sair
da amostra e chegar no detector. A energia (E) do fons pode ser descrita como:

B mu? _ mL2
2 2212

(3.10)
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em que: v é a velocidade dos ions, L é a distancia percorrida da amostra até o
detector e z é a carga do fon |123].

Se a energia e a distancia sao conhecidas, medindo o tempo que o fon levou para
percorrer toda a distancia, a razdo m/z pode ser diretamente calculada. Com essa
analise consegue-se ter informacao sobre as espécies molecular e elementar presentes
na superficie. Uma vantagem desta técnica é que todos os elementos da tabela
periodica, incluindo H e He, sao detectados.

A andlise dos fragmentos gerados pelo bombardeamento de proteinas por fons no
experimento de ToF-SIMS da informagoes sobre as regioes da molécula expostas ao
feixe. Quando a proteina estd adsorvida numa superficie os fragmentos detectados
por ToF-SIMS sao prioritariamente provindos de regioes das moléculas expostas ao
ambiente e nao de regioes diretamente ligadas a superficie. Assim, pela razao das
intensidades dos fragmentos analisadas, é possivel termos informagoes originais sobre
a orientacao da proteina na superficie apés processos de adsorcao, [124H12§].

Apesar de ser uma técnica sensivel a todos os elementos e portanto servir para
determinar a composigao quimica e molecular, se ha contaminantes, a orientagao de
proteinas ligadas & superficie, entre outras e ser ultrassensivel a superficie (10-20 A),
ela é uma técnica semiquantitativa, pois a quantidade de material por certa area da
amostra nao pode ser determinado, ja que existe o efeito de matriz, que consiste em
uma probabilidade de ionizagao para cada fon que depende da vizinhanga (matriz)
[129]. Ou seja, o mesmo composto em duas matrizes diferentes, mantendo todos
os outros parametros iguais, pode gerar diferentes quantidades de ions secundarios.
Logo, essa técnica se torna util ao comparar duas amostras diferentes, com mesma
matriz, como por exemplo, proteinas diferentes adsorvidas em um mesmo material.

Tipicamente, um espectro de ToF-SIMS tem centenas de picos que sao associados
a fragmentos emitidos da amostra pelo bombardeamento do ions. O grande niimero

de picos torna a analise complexa e por isso varias rotas podem ser utilizadas na
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andlise. Uma delas é comparar o espectro da sua amostra com espectros padroes ja
estudados anteriormente e facilmente encontrados na literatura. Outra alternativa
é a dedugao logica, uma vez que a estrutura molecular pode ser identificada pelo
padrao de fragmentacao. Técnicas de andlise multivariadas sao usualmente utiliza-
das para analisar os dados obtidos por ToF-SIMS. Neste trabalho foi usada a técnica
de Anélise de Componentes Principais (Principal Components Analysis - PCA) que
serd detalhado a seguir [130-132].

Na estatistica, "amostra’refere-se a qualquer medida individual feita em um sis-
tema e ”variavel”significa os canais sobre os quais as medigoes sao feitas. Por exem-
plo, na espectrometria de massas de fons secundérios (SIMS) as varidveis referem-se
a massa ou tempo de voo dos ions secundarios e, na espectroscopia de fotoelétrons
de raios X (XPS), as varidveis referem-se as energias de ligacdo dos fotoelétrons
detectados. Matematicamente, os dados sao colocados em uma matriz, em que cada
linha da matriz representa uma amostra individual (um espectro) e cada coluna
uma variavel dessa amostra, no caso de SIMS, em cada coluna temos um pico do
espectro [133].

Basicamente, o PCA encontra um sistema de coordenadas que pode ser expresso
como uma combinacao linear dos dados experimentais originais, a fim de procurar
um padrao de variacao e obter a direcao de maior variacao. De fato, PCA é uma
rotagao de matriz que cria um novo sistema de eixos (Principal Componentes, PCs)
que explica como as amostras e variaveis estao relacionadas uma as outras, reduzindo
assim as centenas de variaveis originais em poucas variaveis que podem ser facilmente
interpretadas usando simples graficos, ver Figura [3.17]

As amostras que sao amplamente separadas ao longo destes novos eixos nao
sao tao semelhantes quanto as amostras que sao agrupadas proximas. Figura [3.18
mostra esquematicamente os resultados de uma analise simulada de PCA. Conforme

observado na figura, amostras com letras iguais agrupam-se, significando que elas
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Figura 3.17: Esquema mostrando como funciona o Principal Components Analysis,

adaptado de [134].

sao semelhantes entre si no espago multivariacional. Por exemplo, pode ser visto
na Figura [3.18| que as varidveis 1 e 7 estao positivamente correlacionadas com as
amostras b. Isto é visto pela sua localizacao relativa no grafico loading em relagao
a localizacao das amostras b no grafico score. Isto significa que as varidveis 1 e 7
explicariam as principais diferengas entre as amostras b e as outras amostras [123].

Como visto anteriormente, o resultado da andlise usando PCA se resume em
dois graficos: Scores e Loadings, em que o score fornece a relagao entre as amostras
no novo sistema de coordenadas e é a projecao das amostras nos eixos PCs e o
loadings ¢é definido como a diregao do cosseno entre a variavel original e os novos

PCs, descrevendo qual variavel é responsavel pela diferenca vista entre as amostras.
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Figura 3.18: Ilustragao esquematica da analise de PCA de uma matriz de dados
com os score e loading representando as amostras e variaveis, respectivamente, do

sistema no espago recém-definido [123].

Como ToF-SIMS ¢ uma técnica muito sensivel a superficie, é essencial evitar o
maximo possivel qualquer tipo de contaminacao da amostra e além disso, minimizar
o efeito de possiveis variagoes no instrumento. No intuito de maximizar as dife-
rencgas entre as amostras e minimizar o efeito do instrumento e da contaminacao, ¢é
necessario tratar os dados antes de analisa-los usando PCA. Apesar de nao existir
uma forma padrao de pré-tratamento, os passos sao os mesmos: o primeiro passo,
essencial, é calibrar cada espectro, depois selecionar os picos de interesse, definir o

limite de integracao do pico, de forma que o mesmo pico de todas as amostras esteja
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dentro desse limite, normalizar e centrar os picos. O processo de normalizacao é
necessario para remover as diferencas devido a efeito de carregamento da amostra e
variacao do instrumento e pode ser feito de varias formas. As normaliza¢oes mais
comuns sao pela intensidade total (normalmente escolhido quando todos os picos da
amostra sao selecionados), pela soma dos picos selecionados (quando sdo seleciona-
dos picos especificos de interesse) e pelo maior pico do espectro. J& o processo de
centralizacao é feito para remover o offset comum aos espectros e a diferenca entre
os centros dos picos entre as diferentes amostras, de forma que a mesma variavel, nas
diferentes amostras, varie em um zero comum. Os picos utilizados neste trabalho
sao os apresentados na Tabela [3.2] de acordo com [135].

Além dos graficos de score e loading, a técnica de PCA também pode nos fornecer
a razao entre a area de dois picos. Dessa forma podemos selecionar picos de interesse,
como por exemplo, os picos hidrofébicos e os hidrofilicos, e calcular a razao entre eles
para determinar qual esta voltado para a superficie da amostra e qual esté voltado
para a atmosfera. Vale aqui lembrar que o ToF-SIMS ¢ uma técnica muito sensivel a
moléculas ligadas a superficie. Os picos de ToF-SIMS terao maior intensidade para
os aminoacido mais expostos a atmosfera e mais longe da superficie da amostra

[124-128].
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Tabela 3.2: Picos dos fons positivos usados no PCA para as proteinas adsorvidas

em po.

Aminoacido

Fragmento

Alanina (A, Ala)

44202H6N+

Arginina (R, Arg)

43:CH3N2+, 73:02H7N3+,
1OOIC4H10N§—, 101IC4H11N§-,

Aspargina (N, Asn)

70:C5HyNO™, 87:C3 H; N,O*,
88203H6N05, 982C4H4NO;

Acido aspértico (D, Asp)

88:C3HgN O3

Cisteina (C, Cys)

45:CHS, 59:C2H3S,

Glutamina (Q, Gln) 84:C4Hs NO*
Acido glutdmico (E, Glu) 84:C4HsNO*, 102:C{HsNO}
Glicina (G, Gly) 30:CH4N*

Histidina (H, His)

81104H5N;, 823C4H6N;a
110:C5 Hy N3

Isoleucina (I, Iso)

86105H12N+

Leucina (L, Leu)

8626’51'{12]\7'Jr

Fenilalanina (F, Phe)

120:CsHgN*, 131:CyH7O*

Prolina (P, Pro)

682C4H6N+, 7OIC4H8N+

Triptofano (W, Trp)

130:CQH8N+,

Tirosina (Y, Tyr)

107:C;yH;0%, 136:CsH(NO™

Valina (V, Val)

72204H10N+, 83105H70+
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3.4.3 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada

de Fourier (FTIR)

Movimento vibracional ou rotacional ocorre em uma molécula que possui uma
distribuicao de elétrons nao simétrica, isto €, possui atomos de elementos quimicos
distintos, variando seu momento de dipolo. Essa pequena variacao de energia do mo-
mento de dipolo coincide com a faixa de infravermelho. Vibracoes, rotagoes ou uma
combinacao de modos vibracionais da molécula absorvem na regiao do infravermelho
provocando alteracoes de amplitude em alguns modos vibracionais.

Vibragoes podem envolver tanto uma mudanga no comprimento da ligacao (de-
formacgao axial ou estiramento - stretching) ou no angulo de ligacdo (deformacgao
angular - bending), sendo que algumas liga¢oes podem se esticar em fase (simétrico)
ou fora de fase (assimétrico), Figura [3.19

Deformacgdes Axiais
——.— ‘_‘,' ¢ § .‘_._‘;..‘
Simétrica Assimétrica

Deformagées Angulares

Ry -

7

Simétrica Assimétrica
\ x E/ .
Simétrica Fora do Plano Assimetrica Fora do Plano

Figura 3.19: Modos vibracionais ativos na regiao do Infravermelho [136].

A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier é uma técnica
que usa a luz com frequéncia na faixa do infravermelho. Ao excitar modos vi-

bracionais e rotacionais de grupos ionicos do material, é possivel com esta técnica
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identificar grupos ionicos, existentes em um material no estado sélido, liquido ou
gas0so.

Parte da radiagao incidente é absorvida pela amostra e parte é transmitida.
Sendo assim, o espectro resultante cria uma impressao digital molecular da amos-
tra com picos de absorcao que correspondem as frequéncias de vibragoes entre as
ligagoes dos atomos que compoem o material. Como cada material tem uma com-
binagao tnica de atomos, dois compostos nao produzem exatamente o mesmo es-
pectro infravermelho. Portanto, a espectroscopia de infravermelho pode resultar
em uma identificagdo positiva (andlise qualitativa) de cada tipo de material. Além
disso, a intensidade dos picos no espectro ¢ uma indicagao direta da quantidade de
material presente [137].

Portanto, com a técnica de FTIR podemos identificar uma amostra desconhe-
cida, determinar a qualidade e a consisténcia da amostra e a quantidade de cada
componente na amostra.

No caso de proteinas que possuem muitas ligagoes peptidicas, nove regioes ativas

aparecem no espectro do infravermelho, como mostrado na Tabela [3.3]

Tabela 3.3: Bandas de FTIR caracteristicas das ligagoes peptidicas. Adaptado
de [138].

Banda Ntmero de onda (cm™?) Descricao
Amida A 3300 Estiramento NH
Amida B 3100 Estiramento NH
Amida I 1600-1690 Estiramento C=0
Amida II 1480-1575 Estiramento NH e deformagéao angular NH
Amida III 1229-1303 Estiramento NH e deformacao angular NH
Amida IV 625-767 Deformacao angular OCN
Amida V 640-800 Deformagao angular fora do plano NH

Amida VI 537-606 Deformagao angular fora do plano C=0
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Para os recobrimentos nanométricos, a técnica de Refletancia Total Atenuada
(ATR) é recomendada. Nela, a amostra estd em contato fisico com o cristal que
deve ter um alto indice de refragao (2 a 4) na banda do IR. Geralmente os cristais
usados sao: ZnSe, ZnS, KRS-5, Si, Ge ou safira. O feixe IR ¢ incidido sobre o cristal
em angulos maiores que o angulo critico (angulo que induz a reflexdo total) quando
o cristal se mantém em contato com a amostra. O feixe entao atinge a superficie do
cristal, ocorrendo o fenomeno de reflexao total com a onda se propagando ao longo
de todo o cristal. Quando isso ocorre, o feixe penetra uma pequena profundidade da
amostra (onda evanescente), podendo excitar as moléculas da superficie da amostra,
Figura [3.20f A luz absorvida pela amostra é entdo detectada, registrando-se os

espectros de IR produzidos pelo recobrimento.

onda evanescente

f | \
/‘f\ /f\ i amostra
/\ Feixe IR
y
cristal ATR

Figura 3.20: Esquema de configuragao da técnica refletancia total atenuada (ATR),

modificada de [139).

3.4.4 Difragao de Raios X (DRX)

O fenomeno de difracao ocorre quando a distancia entre duas ou mais fendas é
da mesma ordem de grandeza que o comprimento de onda irradiado. Imaginando a
rede cristalina como um conjunto de fendas criada pela distancia entre os atomos,
é possivel realizar experimentos de difracao, desde que a onda utilizada possua o

comprimento de onda da mesma ordem de grandeza que os espacamentos, da ordem
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de 0,15-0,40 nm. A onda que corresponde a este comprimento de onda é a dos raios
X.

No difratometro, incide-se raios X sobre o material a ser estudado e detecta-se
o feixe difratado por atomos situado em diferentes orientacoes ou planos cristalinos
do material, Figura Como proposto por Bragg, o aparecimento dos picos de
difracao ocorre quando a interferéncia entre duas ondas que sofreram reflexao em
diferentes planos cristalinos é construtiva, ou seja, a diferenca de caminho entre as

duas ondas deve ser multiplo inteiro do comprimento de onda:
nA = 2dsin 0 (3.11)

em que: A é o comprimento de onda da radiacao incidente, d é a distancia entre
dois planos cristalograficos, n é um nimero inteiro que indica a ordem de difracao,

normalmente usa-se n =1 e # é angulo de incidéncia do feixe em relacao aos planos

difratantes.
raio
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Figura 3.21: Esquema ilustrando o principio basico da difracao de raios X em um

plano cristalino, retirado de [140].

Esta equacao é conhecida como a Lei de Bragg e é a base para as analises de
cristalografia dos materiais, sendo usada para a identificacao das posicoes angulares
dos picos de difracao, catalogados em fichas padronizadas, determinando assim as

possiveis fases presentes. A partir dela também é possivel determinar parametros
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microestruturais do material, tais como o tamanho médio do cristalito (maior regiao
com mesma orientagao cristalografica) a partir da largura dos picos, a orientagao
preferencial dos cristais de acordo com a intensidade relativa. Além disso, a difragao
de raios X é uma importante técnica que permite identificar as tensoes da rede
cristalina, textura do material, densidade, espessura, rugosidade.

Normalmente é muito dificil analisar a estrutura de filmes finos depositados so-
bre substratos cristalinos devido ao seu pequeno volume de difragao, o que resulta
em uma difracao de baixa intensidade se comparada com as intensidades geradas
pelos substrato, dificultando a identificacao das fases presentes na amostra. A fim
de maximizar o sinal do filme, usa-se a técnica de incidéncia rasante combinada
com a geometria de feixes paralelos. Nesta técnica o feixe de raios X incidente faz
um pequeno angulo com a superficie da amostra (tipicamente 0,5° a 4,0°), o que
aumenta o comprimento de percurso dos raios X no filme (regiao em azul na Figura
3.22). Durante a medida, somente o detector gira ao longo do intervalo angular,
mantendo o angulo de incidéncia, o comprimento de interacao e a area irradiada
constantes. Como a intensidade do sinal gerado pelas fontes tradicionais é baixa, é
comum utilizar um tempo de coleta maior, espelhos para tornar o feixe paralelo ou

uma radiagao sincrotron, que é naturalmente de maior intensidade e monocromatica.
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Figura 3.22: Esquema da incidéncia em uma difracao convencional e incidéncia
rasante, mostrando como o angulo de incidéncia influencia na interacao do feixe

com o filme.

3.4.5 Analise Quimica - Espectrofotometria

A espectrofotometria é um dos métodos mais utilizados para andlise quantitativa
em varios campos, como quimica, fisica, bioquimica, engenharia quimica e aplicacoes
clinicas. Espectrofotometria é um método para medir o quanto uma substancia
quimica absorve a luz, medindo a intensidade da luz que passa através da amostra.

Quando um atomo em seu estado normal absorve luz com um comprimento
de onda especifico, o mesmo passa para um estado excitado. Ao retornar para
seu estado relaxado, o elétron emite um féton com energia equivalente a diferenca
de energia entre os niveis excitado e relaxado. O comprimento de onda que sera
absorvido é especifico para cada transicao eletronica em um elemento particular, ou
seja, cada comprimento de onda corresponde a somente um elemento. Sendo assim,
os atomos de um elemento emitem uma linha espectral tinica.

Sao trés os principais tipos de processo pelos quais a radiagao interage com a

amostra e é analisada:
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i) Espectroscopia de absorgao - Correlaciona a quantidade da energia absorvida
em funcao do comprimento de onda da radiacao incidente.

ii) Espectroscopia de emissao - Consiste fundamentalmente na reemissao de ener-
gia previamente absorvida pela amostra

iii) Espectroscopia de espalhamento (ou de dispersao)- Determina a quantidade
da energia espalhada (dispersa) em fungao de parametros tais como o comprimento
de onda, angulo de incidéncia e o angulo de polarizagao da radiacao incidente.

Com isso, através do espectro gerado pelo sinal da luz ao atravessar a amostra,
é possivel determinar o elemento presente na amostra. Além disso, a quantidade de
luz absorvida em um determinado comprimento de onda aumenta com o aumento do
numero de atomos presentes na amostra que absorvem essa energia. A relacao entre
a quantidade de luz absorvida (medida através da quantidade de luz que atravessou

a amostra) e a concentracao do elemento é dada pela lei de Beer-Lambert:
A=1log(1)T) = ecl (3.12)

em que: A é a absorbancia, T é a transmitancia dada por I/To, I é a intensidade da
luz depois de atravessar a amostra, lo é a intensidade inicial da luz, € é a absortivi-
dade molar, ¢ a concentracao do elemento na amostra e [ é a distancia percorrida
pela luz através da amostra. Logo a absorbancia é diretamente proporcional ao
nimero de atomos na amostra.

A Espectrometria de Absorcao Atdomica é uma técnica para medir quantidades
de elementos quimicos presentes em amostras ao medir a radiagao absorvida pelo
elemento quimico de interesse. Os atomos absorvem luz ultravioleta ou visivel e
fazem transicoes para niveis de energia mais elevados. Dentre as técnicas de espec-

trofotometria por absorcao, podemos destacar duas:
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Espectrofotometria de adsorcao atomica em chama

Neste caso a amostra a ser analisada ¢ diluida em solugao e depois aquecida até
sua vaporizacao. Quando na forma de vapor, os dtomos da amostra sao reduzidos
ao seu estado atomico. Um feixe de luz com comprimento de onda especifico do
elemento a ser estudado, ao atravessar esse vapor é absorvido pelo elemento. O
detector entao determina a quantidade de energia na forma de fotons de luz que
foi absorvida pela amostra, Figura [3.23] Um monocromador é usado para eliminar

sinal de fundo e ruido.

Element-specific spectrum
Emission
hallowioathude
lamp)
: N
_ (AFI;;;T)M“ \/le decrease of the peak height is

proportional to the atom’s concentration
in the flame

Figura 3.23: Esquema do experimento de absorcao atomica por chama em que a
luz passa pela chama e um monocromador até chegar ao detector. Figura retirada

de [141].

Espectrofotometria de UV-Vis

Neste caso, luz com energia na faixa do visivel, do ultravioleta (UV) préximo,
cujos comprimentos variam entre 200 a 780 nm, incide diretamente na amostra.
Nesta faixa de energia, as moléculas presentes na amostra absorvem energia reali-
zando transicoes eletronicas moleculares e o espectrofotometro mede o quanto de

luz foi absorvida pela amostra. O grafico gerado pode ser apresentado na forma de
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absorbancia versus um comprimento de onda especifico ou absorbancia versus uma
faixa de comprimento de onda.

O espectrofotometro pode ser constituido de um feixe tinico ou duplo. No caso
do feixe Uinico primeiro se faz uma medida sem a amostra pra determinar [, e depois
a medida com a amostra. No feixe duplo a luz é separada de forma a passar pela

amostra de referéncia (normalmente uma cubeta vazia) e a amostra a ser analisada,

Figura [3.24]
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Figura 3.24: Esquema da espectrofotometria por UV-Vis com a) feixe duplo e b)
feixe simples. Em ambos a luz passa por um monocromador e incide na amostra

antes de chegar ao detector. Figuras retiradas de [142].
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3.4.6 Tamanho de particula

A determinacao da distribuicao de tamanho de particula, ou seja, que tamanhos
de particula estao presentes em que proporgoes, é importante uma vez que o tamanho
das particulas tem grade impacto na reatividade, na taxa da dissolucao, na fluidez
etc. Particulas maiores e mais esféricas fluirao mais facilmente do que particulas
menores. As particulas menores, por sua vez, se dissolvem mais rapidamente e levam
a altas viscosidades de suspensao, se comparada com as maiores. Tamanhos de gotas
menores e carga superficial mais elevada (potencial zeta) melhora a estabilidade da
suspensao e da emulsao. Pé ou gotas no intervalo de 2-5 um se tornam aerossol mais
facilmente e penetra mais profundamente em pulmoes do que tamanhos maiores.

A técnica utilizada para medir a distribuicao dos tamanhos de particulas presen-
tes na amostra foi a difracao a laser que consiste em incidir um feixe de laser colimado
sobre a amostra que esta dispersa em ar ou liquido. Ao colidir com as particulas
o laser difrata em angulos diferentes para diferentes tamanhos de particulas. Ba-
sicamente, quando maior a particula, menor o angulo de difracao e vice-versa, Fi-
gura [3.25h. Esses diferentes padroes de difragao sdo entao projetados no detector e
métodos computacionais medem a intensidade de cada anel de difracao e a distancia
entre eles, Figura[3.25b. O laser utilizado consiste de duas fontes de luz com diferen-
tes comprimentos de onda, no azul e no vermelho. O laser azul é usado para medida
de pequenas particulas enquanto que o laser vermelho detecta particulas maiores.

Com essa técnica é possivel medir particulas com tamanhos entre 0,02 pm e 2000

pm.
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Figura 3.25: Em a) esquema de difracao da luz para vérios tamanhos de particula,
modificada de |143] e em b) esquema da técnica de difragao a laser para medida de
tamanho de particula, modificada de ||

A medida da distribuicao do tamanho de particula nao é realizada em particulas
individuais, mas sim em aglomerados de particulas. O aglomerado contém particulas
de diferentes tamanhos e o padrao de distribuicao de intensidade luminosa emitido
é composto pela luz emitida por todas as particulas individuais. A distribuicao
de tamanho de particula pode ser obtida detectando e analisando este padrao de
distribuicao de intensidade de luz. Esses padroes sao transformados em distribuicao
de tamanho de particulas com base na teoria de difusao da luz de Mie ou na teria
de Fraunhofer. A teoria de Mie é usada para andlise das particulas pequenas em
que o espalhamento ocorre com particulas muito menores que o comprimento de
onda da luz (d < 0.05 * A). A teoria considera que as particulas sdo isotrdpicas
e esféricas com uma superficie lisa, sendo necessario o conhecimento do indice de
refracao tanto da amostra a ser medida quanto do dispersante. Ja a teoria de
Fraunhofer é uma simplificacao da teoria de Mie que considera particulas muito
maiores que o comprimento de onda do laser. Na pratica, o comprimento de onda
do laser utilizado varia de 633 nm a 900 nm, portanto a aproximagao de Fraunhofer
so vale para particulas maiores que 4,5 ym. As particulas menores que isso devem
ser analisadas pela teoria de Mie. Em ambas as teorias, o tamanho de particula é

dado como o diametro de uma esfera, |[145].
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3.4.7 Brunauer-Emmett-Teller - BET

O método BET é o procedimento mais utilizado para a determinacao da area
superficial especifica de uma amostra, incluindo a distribuicao do tamanho dos poros.
Esta informacao ¢ utilizada para prever a taxa de dissolucao, uma vez que esta taxa
é proporcional a area de superficie especifica.

A determinacao da area de superficie especifica por meio da teoria BET baseia-se
no fenomeno de adsorcao fisica de gases na superficie de um material poroso. Esse
material que esta rodeado e em equilibrio com um determinado gas que tem uma
certa temperatura 7' e uma pressao de vapor relativa, P/P,, adsorve fisicamente uma
certa quantidade de gas. A quantidade de gas adsorvido dependera da superficie
exposta mas também da temperatura, da pressao do gas e da resisténcia da interagao
entre o gas e o sélido. A relagao entre a pressao de vapor relativa e a quantidade de
gas adsorvido a uma temperatura constante é chamada de isoterma de adsorcao.

Neste método, antes da analise ser feita, a amostra deve ser rigorosamente des-
gaseificadas para remover completamente agua e outros contaminantes adsorvidos
na amostra, a fim de se garantir que as medidas de area superficial obtidas durante
a analise possam ser adquiridas com precisao. Isso é feito em altas temperaturas
e sob vacuo ou com fluxo continuo de gas. A temperatura escolhida é usualmente
a maior possivel, desde que nao ocorra o comprometimento da estrutura fisica da
amostra. Apods a limpeza da amostra, a mesma é colocada em nitrogénio liquido
(77 K) e um géas (nitrogénio ou argonio, dependendo do tipo de amostra) ¢ injetado
ao recipiente da amostra em etapas de forma que a pressao (P,) em cada etapa é
conhecida e diferentes pressoes de vapor (P) sao formadas no equilibrio. Esse gas vai
adsorvendo na superficie da amostra até atingir a saturagao. Neste ponto nao ocorre
mais adsor¢ao, independentemente de qualquer aumento adicional na pressao. Apos
atingir a saturagao, a amostra é removida e aquecida para fazer com que o gas ad-

sorvido seja libertado do material e quantificado, Figura |3.26| Os dados recolhidos
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sao apresentados na forma de uma isoterma BET, que representa a quantidade de

gds adsorvido em fungao da pressao relativa, [146].
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Figura 3.26: Esquema do processo de adsorcao e dessorcao do gas na superficie da

amostra pelo processo de BET, adaptado de ||

A teoria de BET é uma extensao da teoria de Langmuir, que relaciona a fisis-
sorcao de uma camada tinica de moléculas de gas, também chamadas de adsorba-

tos, sobre superficie sélida, introduzindo o conceito de multicamadas segundo trés

hipGteses, Figura

e As moléculas de gas irao adsorver fisicamente e infinitamente na superficie

sélida em camadas;
e As diferentes camadas de adsorcao nao interagem entre si;

e A teoria de Langmuir se aplica a cada camada de adsorcao.
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Adsorbate e O

Figura 3.27: Esquema da adsorcao de moléculas de gas na superficie de uma amostra

mostrando (a) o modelo de adsor¢ado monocamada assumido pela teoria de Langmuir

e (b) o modelo de adsor¢ao multicamada assumido pela teoria BET, ||

De acordo com a teoria de BET, a isoterma de BET relaciona o volume de gas

adsorvido V' em fungao da pressao relativa P/P, |148]

P 1 cC-1(P
V(B,-P) VO Vil (%) (3.13)

em que: V,, é a quantidade de gas adsorvida em uma monocamada e C' é a constante
BET. De acordo com a equagao a curva de P/V (P, - P) em fungao de P/P,

resulta em uma reta, Figura [3.28] cuja inclinacao é dada por:

C-1
S — 3.14
=3 G (3.14)
e a interseccao por:
1
) = —— 3.15
TG (3.15)

Dessa forma o volume da monocamada de gas adsorvido V,,, e a constante C' de
BET sao calculados no intervalo de pressao relativa de 0,05 a 0,35. A area superficial
especifica, S[m?¢~t], da amostra, é calculada por

_ VmO'NA
= m‘/o

S (3.16)

sendo o a drea efetiva ocupada por uma molécula de adsorbato (1,6x10720 m? para o

nitrogénio), N4 é o nimero de Avogadro (mol~! ), m a massa de adsorbato (g) e V,
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Figura 3.28: Gréfico gerado pela equagao de BET, [148].

¢ o volume molar do gés (cm3.mol=t). J& o tamanho dos poros (D) é simplesmente

um cdlculo entre a razao do volume (V') com a drea S: D =4V/S.

3.4.8 Potencial Zeta

Muitas das propriedades importantes dos sistemas coloidais sao determinadas
direta ou indiretamente pela carga elétrica (ou potencial) das particulas. O potencial
em si determina a energia de interagao entre as particulas, o que é em muitos casos
responsavel pela estabilidade das particulas em relagao a coagulagao e por muitos
aspectos do comportamento do fluxo da suspensao coloidal [149].

No contato com um meio polar a maioria das particulas minerais apresentam
uma carga superficial definida como consequéncia da ionizagao, adsorcao e dissolugao
ionica. Esta carga superficial influencia a disposicao de fons vizinhos do meio, ou
seja, fons de sinal oposto serao atraidos para a superficie da particula e os ions de
sinal igual serao repelidos da superficie.

O termo cientifico para a medida do potencial eletrostatico da superficie de uma
particula em um meio liquido é Potencial Zeta (PZ). Seu valor vai depender das

propriedades do liquido, assim como da superficie da particula. Quanto maior o valor
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do potencial zeta (tanto positiva, quanto negativamente), maior serd a repulsao entre
as particulas de forma que nao haja uma tendéncia das particulas se aglomerarem,
tornando a solucao estavel, desta forma, a medida do potencial zeta é um indicativo
da estabilidade do sistema. A Tabela indica os valores de potencial zeta para

cada regime de estabilidade.

Tabela 3.4: Estabilidade da solucao coloidal para cada faixa de potencial zeta.

Adaptado de [150].

Potencial Zeta [mV] Estabilidade do coloide
DeOaz+5 Coagulacao rapida ou floculagao
De + 10 a = 30 Instabilidade incipiente
De + 30 a = 40 Estabilidade moderada
De + 40 a £ 60 Boa estabilidade

No entanto, o potencial zeta nao esta associado a medida da carga da superficie
de um material, pois uma vez em contato com o liquido, uma dupla camada de car-
gas ¢é formada na superficie da mesma. Se a amostra tem carga superficial negativa,
ions positivos da solucao irao se ligar fortemente na superficie da mesma, neutra-
lizando sua carga. Essa primeira camada de carga formada é chamada de camada
Stern. J& a regiao externa a esta camada, tem cargas que se ligam fracamente a
superficie e sua concentracao vai diminuindo com a distancia até se igualar a carga
da solucao. Esta regiao de variacao de potencial é denominada camada difusa e
em seu interior existe um limite de distancia em que as cargas sao consideradas
independentes uma das outras. Essa distancia, da superficie da amostra até onde
as cargas sao independentes uma das outras, é chamada de plano de deslizamento e

seu potencial é denominado Potencial Zeta, Figura [3.29]
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Figura 3.29: Desenho esquematico das cargas ligadas a superficie da amostra e o

potencial em cada camada, adaptado de [151].

O potencial zeta é normalmente medido através da técnica de eletroforese, que
nada mais é que aplicar um campo elétrico na solugao com a amostra e medir a
velocidade com que as particulas se movem nesse campo elétrico. Quanto maior a

carga, mais rapido a particula se move e, portanto, maior seré seu potencial zeta.

3.4.9 Analise Térmica

Analise Térmica compreende um grupo de técnicas em que uma propriedade
fisica da amostra é medida em funcao da temperatura quando a amostra é aque-
cida ou resfriada de uma maneira controlada. Na pratica a andlise térmica fornece
informagoes sobre entalpia, capacidade térmica, mudanca de massa e o coeficiente

de expansao térmica. A analise térmica inclui varios métodos diferentes que sao
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distinguidos um do outro pela propriedade que é medida.

A andlise termogravimétrica (TGA) é a técnica termoanalitica que acompanha
a variagao da massa da amostra em fungao da temperatura, Figura[3.30] Neste caso
estudam-se as mudancas de massa devido a interagao com a atmosfera, vaporizagao
e decomposicao. A curva de perda de peso em funcao da temperatura fornece
informacoes sobre as alteracoes na composicao da amostra, a estabilidade térmica
e os parametros cinéticos das reagoes quimicas na amostra. Normalmente a perda

de peso ¢é dada em percentual em relagao a massa inicial e nao em valores reais de

massa.
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Figura 3.30: Esquema da técnica de termogravimetria em que a amostra é aquecida

enquanto sua massa é medida, modificada de ||

Ja a anélise térmica diferencial (DTA) ¢ a técnica que determina continuamente
a diferenca entre as temperaturas da amostra e de um material de referéncia ter-
micamente inerte, a medida que ambos vao sendo aquecidos em um forno, Figura

3.31. Estas medidas registram a diferenca de temperatura entre as duas amos-
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tras, e por isso o uso do termo diferencial. Com essa técnica temos informagao
dos processos fisico e quimico envolvendo variagao de energia. Nos processos fisicos
temos a adsorcao (exotérmico), desor¢ao (endotérmico), mudanga na estrutura cris-
talina (endo ou exotérmico), vaporizagao (endotérmico), sublimacao (endotérmico)
e derretimento (endotérmico). No caso dos processos quimicos temos a oxidagao
(exotérmico), a redugao (endotérmico), quimisor¢ao (exotérmico) e reagoes de es-
tado sélido (endo ou exotérmico). A diferenga de temperatura pode ter a unidade de
temperatura, como K ou °C, mas também de 'V dependendo do processo utilizado
para medir a variacao de temperatura. Uma conversao entre essas duas unidades

pode ser fornecida pelo fabricante do equipamento.

Amostra Refer.

AT

Figura 3.31: Esquema da técnica de analise térmica diferencial em que a tempe-

ratura da amostra comparada com uma referéncia enquanto ambas sao aquecidas,

modificada de .

3.4.10 Dicroismo circular

Dicrofsmo circular (CD) é uma técnica espectroscopica utilizada para medir a

estrutura secundaria de proteina, peptideos entre outros. A luz circularmente pola-
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rizada, com componentes girando no sentido horario (R, right handed) e no sentido
anti-horario (L, left handed), ao atravessar o meio, pode nao ser absorvida, pode
ser absorvida de forma igual ou diferentemente por cada componente, tornando-se
entao eliptica neste ultimo caso.

O equipamento de CD mede a diferenga na absor¢ao dos dois componentes (AA =
A - Ag) que serd diferente de zero para amostras quirais, como as proteinas. Em
geral, as medidas sdo reportadas em elipticidade (), em graus, pelo comprimento
de onda da luz incidente. Deve-se notar que 6 = tan~'(b/a) em que b e a sao os
eixos menor e maior da elipse resultante. Existe uma relagao numérica simples entre
AA e elipticidade em que 6 = 32,98AA. Vale lembrar que na maioria dos casos, o
sinal de CD para estudos bioldgicos é muito pequeno, da ordem de 10 mdeg, que
corresponde a uma diferenca de absorc¢ao de 3x10~4 [153].

A elipticidade é medida de acordo com a equacao de Beer-Lambert:

A - Ag

AA=A; - A=
c*l

(3.17)

em que: ¢ é a concentragao em mol/L e [ é o percurso éptico em cm. Para normalizar
os efeitos da concentracdo e do caminho 6ptico, usa-se a elipticidade molar [6],

definida por:
~6%100

C*

[0] = 3208AA (3.18)

e para uma determinada proteina, a elipticidade do residuo médio [0]grs é calculada
por:

6 =100
cxl*ny

[0]ERM = (3.19)

em que: ny é o nimero de aminoécidos. A unidade de [0]gry é deg * cm? x dmol!.
Os espectros de CD das proteinas tém quatro regides de interesse. Sao elas: (1)
abaixo de 240 nm, devido a contribuigdes de peptideos, (2) entre 260-320 nm, devido

aos anéis aromaticos, (3) devido a pontes de dissulfeto com bandas fracas e largas
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centradas em 260 nm e (4) entre 300-700 nm, devido & presenga de cromoforos
extrinsecos. A primeira faixa é geralmente a mais empregada nos estudos de al-
teracoes conformacionais das proteinas. Os diferentes tipos de estrutura secundaria
podem ser vistos na Figura [3.32] em que a estrutura a-hélice tem minimos em 208

nm e 222 nm e a estrutura folha-3 com minimo em 216 nm, [154].

aa -
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=g random cail
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Figura 3.32: Espectro de CD para uma proteina contendo estrutura de a-hélice

(verde), folha-f (azul) e aleatéria (vermelho) [155].

Existe um grande nimero de algoritmos que utilizam os dados de espectros
de CD para estimar a composicao da estrutura secundaria das proteinas. Todos
os métodos de andlise de espectros de CD, no entanto, assumem que o espectro
de uma proteina pode ser representado por uma combinacao linear dos espectros
dos seus elementos estruturais secundarios, mais um termo de ruido. Existem dois
métodos para avaliar a conformagao da proteina. O primeiro utiliza padroes de
polipeptidios, com composicoes definidas em conformagoes conhecidas que foram
determinadas por espalhamento de raios X ou por IR. A segunda utiliza os espectros
de proteinas que foram caracterizadas por cristalografia de raios X como padroes

para comparagao com os espectros de proteinas desconhecidas usando a andlise dos
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minimos quadrados, decomposi¢ao do valor singular, decomposicao de um tnico
valor com selecao varidvel, método autoconsistente ou andlise de rede neural [156].

O dicroismo circular também pode ser usado para o estudo do efeito de um
metal associado a proteina na conformacao da mesma. Neste caso faz-se a medida
da proteina pura e depois medidas com concentracoes variadas do metal. A curva
formada no grafico da diferenca entre a elipticidade molar, Af, em 222 nm entre a
proteina com o metal e a proteina pura versus a concentragao de metal [M] pode
ser ajustada pela seguinte equacao:

[M]

Af = AQmax Kd+—[]\4]

(3.20)

em que: AQn.: € a maxima diferenca na elipticidade molar e K, é a constante
de dissociacao para o complexo proteina-metal que nos fornece a afinidade entre
ambos. Quanto menos o valor da constante, maior serd a afinidade entre metal-

proteina [113].

3.4.11 Imunomarcagao

Esta técnica foi baseada nos trabalhos pioneiros de Coons e Kaplan [157,|158]
e posteriormente de Mary Osborne [159] e consiste basicamente em associar um
anticorpo ao antigeno e incidir luz no sistema. Essa luz ird excitar os elétrons
de marcadores fluorescentes que estao associados ao anticorpo, fazendo com que o
marcador emita luz ao retornar para o estado fundamental. A fluorescéncia pode
ser quantificada utilizando um citometro de fluxo ou um instrumento de imagem
automatizado e pode ser visualizada por fluorescéncia ou microscopia confocal. Os
marcadores possuem grupos quimicos capazes de formar ligacoes covalentes com
moléculas proteicas presentes no antigeno, emitindo fluorescéncia no espectro visivel
com coloracao distinta da emitida pelo substrato, [160]. Esta técnica, por detectar

micro-organismos em amostra e anticorpo especifico em células e tecidos, é muito
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utilizada em pesquisa e diagnodsticos clinicos. Aplicacoes da mesma inclui a avaliacao
de células em suspensao, em cultura de células, em tecidos e em granulos para a
deteccao de proteinas especificas.

Existem duas formas de marcar os antigenos, direta e indiretamente, que serao

explicadas a seguir, [161].

Direta

Anticorpos especificos para o antigeno estudado (seja ele uma proteina, uma
célula, entre outros) associados a particulas fluorescentes sao adicionados a amostra
deixando um tempo de incubacdo. Apéds a incubacao, a amostra é lavada para
a remogao dos anticorpos que nao se ligaram em nenhum antigeno. Apesar de
esta técnica utilizar somente um tipo de anticorpo e ter um pequeno tempo para
a marcacao, ela nao ¢ muito usado nos laboratoérios, pois requer uma quantidade

relativamente grande de anticorpos puros e possui um sinal pouco intenso, Figura

[0.908.

Indireta

Neste caso, primeiro o anticorpo especifico do antigeno estudado é acoplado ao
sistema. Apds a incubacao, o sistema é lavado, retirando os anticorpos nao ligados
e s6 entao é colocado um segundo anticorpo que desta vez estd acoplado a um
marcador fluorescente. Este marcador ird se ligar somente aos primeiros anticorpos,
que por sua vez estao associados ao antigeno. Novamente o sistema é deixado
reagindo por um tempo para depois fazer a remogao dos anticorpos nao ligados.
Este método é mais usado pois possui uma amplificagao maior do sinal, uma vez que
ocorre varias reagoes secundarias de anticorpo com diferentes antigenos no primeiro
anticorpo. Além disso, os anticorpos secundarios nao sao caros, existem em véarias

cores e podem ser associados a varios anticorpos primarios, Figura [3.33b.
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Figura 3.33: Esquema da técnica de imunofluorescéncia direta e indireta, adaptado

de .



Capitulo 4

Materiais e Métodos

Experimentais

4.1 Sintese da Hidroxiapatita

A hidroxiapatita foi sintetizada seguindo dois procedimentos. No primeiro, uma
solucao aquosa de 0,24 M de H3PO, foi adicionada lentamente a solucao 0,02 M de
Ca(OH)s, a uma taxa de 150 puL/minuto. Uma vez atingido o pH de 10, a solucao
foi mantida em agitacao durante 36 h a 50 °C. Depois de filtrada e lavada, o p6 foi
mantido em uma solu¢ao com concentragao de 100 pg/mL em um pH 7.4 que foi
mantido usando-se H3PO,4. No segundo procedimento, a sintese foi realizada por
adi¢do de uma solucao aquosa de (N H,)oH PO, em uma solu¢ao de Ca(NOs3), em
pH=12 e temperaturas de 90 °C e 5 °C, a fim de termos HA cristalina e amorfa,
respectivamente. Apos a adicao o meio reacional foi mantido em agitacao por 3
horas. Depois de filtrado e lavado, o pé foi mantido em pH 7,4 usando-se NaOH.

Em seguida, o p6 foi seco por liofilizagao.
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4.2 Sintese da Hidroxiapatita dopada com zinco
e estroncio

As solugoes de nitrato de célcio [Ca(NOs3)q9-4H20] e nitrato de estroncio [ST(NO3)a-
6H,0] (nitrato de zinco [Zn(NOs)s-6H20]) com concentragao total de cations de
0,2 M foram gotejadas com auxilio de uma bomba peristéltica, fluxo de 4,5 mL/min,
em uma solucao de fosfato dibasico de amoénio [(N Hy)oH PO,] com concentragao de
0,20 M. Neste processo o pH foi mantido em 9,0 ao utilizar hidréxido de amoénio con-
centrado [NH,OH], a temperatura mantida em 90 °C (para obter pds cristalinos)

e agitacao mecanica de 240 rpm. Findo o gotejamento, mas mantendo as condicoes
de pH e temperatura, a mistura permaneceu em digestao por 3 horas, sendo entao
filtrada em funil de Buckner e ressuspendida em dgua Milli-Q a 90 °C por trés vezes

até obter pH 7,0 na agua de lavagem. O sélido obtido foi liofilizado por 24 horas.

4.3 Sintese do Fosfato Octacalcico

O fosfato octacdlcico, CagHs(POy4)g-5H>0, foi produzido pela rota determinada
por LeGeros [163] em que 250 mL de solucao de fosfato, com concentracao de 0,04
M, é gotejada em 250 mL de solugao de calcio, de concentragao 0,04 M. O pH da
solugao é deixada em 6 a 60 °C. A mistura foi mantida em digestao por 4 h e depois

filtrada em funil de Buckner. Desta forma temos o OCP cristalino (OCP).

4.4 Producao de filmes de hidroxiapatita em subs-
trato de titanio

Substratos de titanio de 12,7 mm de diametro e 2,5 mm de espessura foram

lixados, polidos e lavados com agua deionizada e acetona em ultrassom durante
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15 min antes do crescimento do filme. A producao de filmes de hidroxiapatita foi
realizada utilizando-se a técnica de Magnetron Sputtering de Alvos Opostos, RAMS
(Right Angle Magnetron Sputtering), desenvolvida no CBPF [164]. Neste sistema o
substrato fica posicionado em um angulo reto em relagao ao eixo dos dois magnetrons
e os alvos sao colocados face a face. Esta geometria induz o confinamento do campo
magnético no plasma, e aumenta a taxa de deposicao, além de evitar o backsputering
presente nas técnicas tradicionais de RAMS [165-167].

Os filmes foram produzidos a poténcia de 120 W, a altura do porta-amostra
com respeito aos magnetrons foi de 29 mm, pressao de gas argonio de 5 mTorr e
de gas oxigénio de 1 mTorr e o tempo de deposicao foi controlado para ter uma
espessura de 540 nm. Duas séries de filmes, HAF1 e HAF2, foram produzidas com
taxa de deposi¢ao de 6 nm/min e de 3 nm/min. Essa diferenga na taxa de deposigao
ocorreu, pois entre uma série e outra foi necessario trocar o alvo e cada vez que
abre o sistema, a taxa de deposigao varia. A primeira serie (HAF1) foi utilizada
para os experimentos de adsor¢ao com a insulina bovina e a segunda série (HAF2)
para os experimentos com a insulina humana. Como os filmes produzidos eram
parcialmente amorfos, foi feito um tratamento térmico a 400 °C durante 2 h com
rampa de aquecimento de 3 °C por minuto. Este procedimento transformou as fases

amorfas em hidroxiapatita com alto grau de cristalinidade.

4.5 Preparacao da Osteocalcina e Insulina

A osteocalcina foi sintetizada nos laboratérios da NESAC/BIOdo departamento
de Bioengenharia da Universidade de Washington, EUA, a partir da sintese dos
peptideos em fase sélida, usando o procedimento Fmoc (9-fluorenilmetoxicarbonilo).
A autenticidade da proteina foi estabelecida por espectrometria de massa de elec-
trospray e caracterizada por dicroismo circular. Foram produzidas duas diferentes

amostras de osteocalcina: com os trés Gla (forma nativa) e sem nenhum Gla, cha-
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mada aqui de osteocalcina descarboxilada (dOC).

Por sua vez, tanto a insulina humana (recombinante - 19278) quanto a bovina
(proveniente do pancreas - 10516) foram adquiridas diretamente pela Sigma Aldrich
[168], na forma de solugao, na concentracao de 10 mg/mL. As fichas de especificagao

de cada insulina encontra-se em anexo no final da tese.

4.6 Adsorcao da Osteocalcina na Hidroxiapatita

Como a osteocalcina depende da presenca do calcio para apresentar sua estru-
tura secunddria, comparamos como é a adsor¢ao da osteocalcina nativa (hOC) e a
descarboxilada (hdOC) na auséncia (Si) e na presenca de célcio (HAp).

A adsorgao das amostras de osteocalcinas (nativa e descarboxilada) humanas em
po de hidroxiapatita, foi feita a partir de solugoes das proteinas com concentragao
igual a 0,3 mg/mL, pH 7,4 usando tampao Tris 20 mM, pH 7,4, 150 mM NaCl.
0,2 mg de pé de fosfato de calcio (HAp, HAp90, HAp5 e OCP) foi adicionado a
200 uL da solucao de proteina agitando por 3 h em temperatura ambiente. Apds a
adsorcao, o pé de hidroxiapatita foi lavado com tampao Tris (2 vezes) e dgua Milli-Q
(3 vezes). Uma suspensao do p6 (50 L) foi gotejada sobre um substrato de silicio
e exposta a fluxo de ar por 12 horas. Depois de seco, o p6 depositado no substrato
de silicio foi guardado em atmosfera de nitrogénio para posterior caracterizacao por
XPS e ToF-SIMS.

A osteocalcina foi também adsorvida em substrato de silicio. Neste procedi-
mento, 500 pL. da solucao de proteina foi colocada diretamente sobre o substrato na
temperatura ambiente, por 3 h. Apds a adsorcao, o substrato foi lavado duas vezes

com solucao tampao e trés vezes com agua Milli-Q e seco com gas de nitrogénio.
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4.7 Adsorcao da Insulina na Hidroxiapatita

Amostras de insulina bovina e humana foram adsorvidas em pos de HA, ZnHA e
SrHA e filmes finos de HA depositados em substrato de Ti. Os experimentos foram
realizados utilizando-se solugao tampao Tris 0,01 M, pH 6,4, sem insulina e com
insulina em concentragoes de (0,01, 0,05, 0,10, 0,30, 0,50, 0,80 1,00 e 1,20) mg/mL.

Previamente a adsorcao, o pé das diferentes HAs foi colocado em solucao de
tampao Tris por 30 min para hidratacao. Apds a hidratacao, 0,2 mg de hidroxi-
apatita foi adicionado em 200 uL. da solugao contendo diferentes concentragoes de
insulina humana. Este sistema foi deixado sob agitacao a temperatura ambiente,
por 3 h. O processo de lavagem e secagem foi similar ao descrito para a osteocalcina.
Os experimentos de adsorcao foram feitos em triplicata.

A adsorc¢ao da insulina bovina e humana nas duas séries de filmes finos de hi-
droxiapatita, HAF1 e HAF2, depositados em substratos de titanio foi realizada em
triplicata em porta-amostras de cultura celular de 24 pogos contendo 400 ul. de
solucao Tris com a concentracao desejada da proteina. Os filmes permaneceram em
contato com a solucao por 3 horas. Apds a adsorcao, os filmes foram lavados duas
vezes com tampao Tris 0,01 M, pH 6,4, e trés vezes com agua Milli-QQ por 1 minuto
com auxilio de um agitador. Apds a lavagem, o substrato foi submetido a um fluxo

de ar comprimido para sua secagem.

4.8 Espectroscopia de Fotoelétrons por Raios X
(XPS)

Dois equipamentos de XPS foram utilizados neste trabalho para a andlise das
amostras em contato com solu¢ao tampao Tris e adsorvidas com proteinas: i) um

S-Probe da Fisons Instruments do laboratério NESAC/BIO no departamento de
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Bioengenharia da Universidade de Washington, EUA | e ii) um SPECS do laboratério
de Superficies e Nanoestruturas do CBPF.

O XPS S-Probe da Fisons Instruments, do laboratério NESAC/BIO em Seattle-
EUA, é equipado com uma fonte de raios x monocromatico Al Ka e um analisador
semiesférico com um take-off de 55°. O pico do carbono (C 1s) em 284,6 eV foi usado
como referéncia para a calibragao do espectro. Para todas as amostras, a energia
da fonte de raios X foi de 10 kV e a poténcia de 200 W. O espectro contendo todos
os elementos (survey) foi feito com 150 eV de Epass (energia usada para acelerar
os elétrons ao chegarem no analisador) e 1,0 eV como passo de energia. Para os
elementos de interesse foram realizadas dois tipos de varredura: uma com o passo
de 0,4 eV e Epass de 150 eV e outra com alta resolucao com Epass de 50 eV e passo
de 0,065 eV. O espectro do elemento carbono foi obtido em alta resolugao uma vez
que ele é usado para a calibracao dos espectros dos demais elementos.

O equipamento SPECS do Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas usa uma fonte
de raios X nao monocromatico de Al Ka e um analisador semiesférico com um take-
off de 30°. O pico do carbono (C 1s) em 284,6 eV foi usado como referéncia para a
calibracao do espectro. O espectro geral survey e os de alta resolugao foram feitos
com Epass de 15,5 eV e um passo de energia de 0,5 eV e 0,02 eV, respectivamente.
No caso das amostras HAp90, ZnHA e StHA, este equipamento também foi utilizado
para analisar as amostras antes do tratamento com solucao tampao Tris 0,01 M, pH

6,4.

4.9 Espectroscopia de Massas de Tons Secundarios
por Tempo de Voo (ToF-SIMS)

As medidas de ToF-SIMS foram feitas usando um ION-TOF 5-100, do labo-
ratério NESAC/BIO em Seattle-EUA, com o pulso da fonte de fon Bi3* primaria de
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25 keV. A dose dos fons usada para adquirir a medida foi < 9 x 10! {fons/cm?2. A area
analisada em cada espectro foi de (100 x 100) um? e o espectro foi adquirido usando
5 pontos em cada amostra. Foram coletados somente os fons positivos porque os fons
negativos nao fornecem informagoes relevantes para o estudo de proteinas. O espec-
tro foi calibrado usando o seguinte conjunto de fragmentos CH3*, CoH3*, C3H*,

CoHgN*t e C3H30*. Todos os procedimentos usando PCA foram realizados usando

o software livre SPECTRAGUI desenvolvido no laboratério NESAC/BIO [169].

4.10 Espectroscopia de Infravermelho com Trans-

formada de Fourier (FTIR)

As amostras de hidroxiapatita em p6 sem contato com solucao tampao, apds 3 h
em solucao tampao Tris 0,01 M, pH 6,4, e ap6s a adsor¢ao de insulina (concentragao
de 0,5 mg/mL e 1,2 mg/mL), foram analisadas na forma de pastilha misturada com
KBr na propor¢ao de KBr/HA=5 para maximizar o sinal da proteina. Os espectros
de FTIR foram obtidos com um espectrofotometro Shimadzu IR-Prestige-21/AIM-
880, no intervalo de (4000-400) cm™=t, com resolucao de 4 em~! e 500 varreduras por
amostra.

Os espectros antes e apoés o tratamento com solucao tampao Tris foram decon-
volucionados, usando a curva Lorentz para o ajuste e o programa OriginPro8, na
regiao de 750-450 em~! a fim de analisar se outras fases de fosfato de célcio sao
encontradas na estrutura das apatitas. Essa deconvolucao foi sugerida por Iafisco et
al, [170].

Os filmes finos foram analisados pela técnica de Refletancia Total Atenuada
(ATR) utilizando um microscépio (modelo AIM8800) acoplado ao sistema. Os es-
pectros foram obtidos entre 4000 cm=' e 750 cm~! com 300 varreduras por amostra.

Todos os espectros foram tratados com correcao de ar atmosférico, linha base e
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smooth pelo programa IR Solution do proprio equipamento.

4.11 Difracao de Raios X (DRX)

Utilizou-se para o experimento de difracao de raios X um equipamento X-Pert
Pro da Panalytical do Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas. As medidas de raios
X foram executadas em incidéncia rasante com angulo 6 de incidéncia fixado em 3
graus, e 20 variando de 7° < 260 < 60°, com passo de 0,02 graus e tempo de deteccao
de 50 s por grau a fim de diminuir o sinal do substrato, uma vez que as amostras de
p6 analisadas formavam um fino filme sobre um substrato de silicio.

O tamanho médio de cristalito (D,, em nm) ao longo de (002) foi determinado
através da medida da largura a meia altura e posicao do pico de difracao utilizando

a equagao de Scherrer [171]:

kA

Dy=———
5hkl cos Op

(4.1)

em que: k é o fator de forma e vale 0,89, A\ é o comprimento de onda dos raios X,
que para a radiacao Cu Ka tem o valor de 0,154056 nm, Sy é a largura de linha a
meia altura (em nm) e 6,y é o angulo de Bragg (°) do pico de difragdo do plano hkl
desejado.

O parametro de rede das amostras de HAp5, HAp90, ZnHA e SrHA que tem
uma rede hexagonal foi calculado através da equagao da distancia interplanar (dpy)

de uma rede hexagonal [172]

1 _§h2+hk+k‘2 {2

= + —= 4.2
D, 3 a? c? (42)
e da equagao de Bragg (Equagao |3.11)). O que nos fornece a seguinte equagao:
AN T4h?+hk+E> 2
.9 _
S1n ehkl = Z [gT + C—2:I (43)

Com esta equagao e usando o programa OriginPro8 foi possivel determinar os valores

de a=be c. No caso da OCP, por ter uma rede triclinica, com distancia interplanar
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dada por:
h?-b?-c?-sina+k2-a2-¢2-sin®f3
1 1 |+2-a2-b?-sin®y+2-h-k-a-b-c®-(cosa-cos3—cosv) (4.4)
g V2 +2-k-l-a?-b-c-(cosf-cosvy—cosa) .
+2-h-l-a-b*-c-(cosa-cosy—cosf)
em que o volume é dado por:
1/2
1 —cos? a — cos? § — cos? v+
V=ab-c (4.5)

2-cosa-cosf-cosy

foi impossivel determinar de forma simples os valores de a, b, ¢, a, 8 e 7, sendo

necessario um programa mais sofisticado para tal calculo.

4.12 Analise Quimica

Para as medidas de Ca, Zn e Sr, foi usada a técnica de Espectrofotometria
de Absor¢cao Atomica em Chama de Air-CyH,. Neste caso 0,1 g da amostra foi
solubilizada em 100 mL de HNO3 5 % e as medidas foram feitas nos comprimentos
de onda especificos de cada material (Ca=422,7 nm, Sr=460,7 nm e Zn=213,9 nm).

O equipamento utilizado foi o AAS-6800 da Shimadzu.

O fosforo foi analisado tratando uma aliquota da amostra em solugao vanadomo-
libdica, medindo a absorbancia do complexo formado em 420 nm, pelo método de Es-
pectrofotometria de UV-Vis. Neste caso o equipamento é um UV-Vis Spectrophotometer-
2450 também da Shimadzu. A curva de calibragao é feita com padroes Merck 99,99
% puro.
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4.13 Tamanho de Particula e Propriedades Tex-

turais

4.13.1 Tamanho de particula

O equipamento utilizado para a medida de tamanho de particula foi o SALD-2201
da Shimadzu, cuja faixa de medicao varia de 0,03 um a 1000 gm. As amostras foram
dispersas em agua sem nenhum tipo de processamento das mesmas. A concentragao

de amostra utilizada foi tal que a absorbancia estivesse entre 0,1 e 0,2.

4.13.2 BET

As analises de area superficial, tamanho e volume de poro foram realizadas
utilizando-se o equipamento ASAP 2020 (Surface Area and Porosity Analyzer) da
Micromeritics. Antes das amostras serem analisadas, elas foram submetidas a tem-
peratura de 350 °C com o intuito de remover moléculas de agua e outras conta-
minagoes que pudessem estar adsorvidas sobre as suas superficies. O método em-
pregado nas anélises foi o de adsorgao de nitrogénio gasoso (alta pureza), utilizando-
se banho de nitrogénio liquido em condigdes criogénicas (T = -196 °C). A pressao

relativa variou de 0,01 a 0,30.

4.14 Potencial Zeta

O experimento de potencial zeta foi realizado em um equipamento Zetasizer
Nano ZS90, pertencente ao laboratério LNBio em Campinas-SP, equipado com a
técnica M3-PALS a 25 °C. Todas os pds, com e sem proteina foram lavados, diluidos
e suspendidos em solucao de KCI 0.001 M, pH 6,0. A solugao com o p6 foi colocado

até encher completamente a cubeta Folded Capillary Zeta Cell DTS1060/61. Todas
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as medidas foram feitas usando o procedimento padrao de operacao do equipamento.

4.15 Analise Térmica

As analises térmicas foram realizadas em um equipamento de Analisador Térmico
modelo DTG-60 da Shimadzu. As amostras foram aquecidas até 800 °C em uma
taxa de aquecimento de 7 °C/min. Para a analise de DTA, a amostra de referéncia

foi o préprio forno.

4.16 Dicroismo Circular

Espectros de dicroismo circular foram gerados com um espectropolarimetro Jasco
J-810 operando de 190 a 260 nm, no laboratéorio NUMPEX-Bio na UFRJ. Uma
cubeta de quartzo de 1 mm de espessura foi usada para os experimentos realizados
a 25 °C. Um total de 10 acumulagoes foi usado para a medida de cada material.
Para diminuir o ruido da medida e deixar a solu¢ao o mais transparente possivel,
depois de lavar os 10 mg dos pds usado na adsor¢ao (feita nas mesmas condigoes
explicadas anteriormente), os mesmos foram resuspendidos em 4 mL de dgua Milli-Q.
O espectro foi analisado por um software aberto, DICHROWEB, usando o método
CDSSTR a fim de quantificar a estrutura secundaria da proteina antes e depois da
adsorcao de insulina, |[173-175].

Ja no caso da osteocalcina, espectros de CD foram gerados com um espectropo-
larfmetro Jasco J-720 usando uma cubeta de quartzo de 1 mm de espessura a 22
°C. Um total de 8 acumulacoes foi usado para gerar o espectro. Todas as amostras
foram preparadas em tampao Tris 20 mM contendo 150 mM NaCl em pH 7,4. Oste-
ocalcina na concentracao de 20 uM foi encubada a 25 °C com varias concentracoes
de C'a?* variando de 0,1 mM a 5 mM. Os espectros foram obtidos para hOC e hdOC

pura e depois da adicao de solucao de C'a?*. Para cada adicao de C'a®*, a solucao foi
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incubada por 5 min antes das medidas. Todos os espectros foram coletados usando
uma largura de banda de 2 nm e depois da correcao do solvente.

Para poder comparar todas as amostras, com concentracoes diferentes, os gréaficos
foram apresentados na forma de elipticidade residual média [f] e para isso os dados
gerados que estavam em miligraus foram convertidos para a elipticidade residual

média usando a seguinte equacao:
[0]=0/(C *n=xl) (4.6)

em que: [f] é a elipticidade residual média em deg * cm? x dmol=!, 6 é o dado gerado
em miligraus, C' é a concentracao da proteina em M, n é o nimero de aminoacidos

e | é a espessura da cubeta em mm.

4.17 Imunomarcagao

Apos a adsorcao das insulinas bovina e humana nos filmes HAF1 e HAF2, res-
pectivamente, as moléculas foram marcadas com o anticorpo primario anti-insulina
em concentracao de [1:300]. Apds um periodo de incubagao de 4 h as amostras foram
lavadas cinco vezes por 5 min com solugao tampao PBS (pH 7,4). Uma vez removido
os anticorpos nao ligados a insulina, foi feita uma segunda incubacgao, por 1 h, com
o anticorpo secundario Alexa 488, em concentragao de [1:500]. O mesmo processo
de lavagem foi feito para a remocao dos anticorpos nao ligados. As pastilhas foram
entdo montadas em Antifade (DABCO). As amostras foram analisadas usando o
microscépio de imunofluorescéncia (microscépio invertido da ZEISS AxioObserver
A1) com filtro band pass de 590 nm. As imagens capturadas foram processadas

utilizando o programa ZEN Lite 2012 (blue edition).



Capitulo 5

Resultados

5.1 Caracterizagao Fisico-Quimica dos Fosfatos de
Calcio

Caracterizagao do material, tanto interior quanto exterior (superficie) foi feita
com o intuito de conhecer o material como um todo e entender como a superficie
pode ser diferente do interior. Para isso medidas de espectrofotometria, andlise

térmica, XRD, FTIR, BET, tamanho de particula e XPS foram realizadas.

5.1.1 Composicao Quimica

A composicao quimica das amostras HAp90, HAp5, OCP, ZnHA e SrHA é mos-
trada na Tabela[5.1] Vale aqui ressaltar que todos os experimentos foram realizados
com substratos produzidos no mesmo lote, para evitar possiveis alteragoes mor-
folégicas entre uma sintese e outra. A hidroxiapatita HAp90 sintetizada a 90 °C
apresenta uma razao Ca/P proxima a da HA estequiométrica (1,67) enquanto a
amostra sintetizada a 5 °C ¢ fortemente deficiente em Ca (Ca/P=1,56). Este tltimo

resultado sugere que a HApb pode apresentar outra fase cristalina, com diferente
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estequiometria e por isso razao Ca/P bem abaixo de 1,67. A amostra de octacélcio
fosfato apresenta uma razao Ca/P superior a esperada para uma amostra de OCP
cm estequiometria ideal (Ca/P=1,33). Apesar das amostras ZnHA e StHA terem
sido sintetizadas nas mesmas condicoes de temperatura, pH, velocidade de agitagao
e a partir de solucoes contendo 5 % molar dos metais verifica-se que os conteudo de
Zn, Zn/(Ca+Zn)=0,049, e Sr, Sr/(Ca+Sr)=0,021, na estrutura da HA sao diferentes
sugerindo uma maior afinidade da HA pelo Zn. O valor de (Ca+Sr)/P=1,697 préximo
ao valor estequiométrico, para a amostra de STHA sugere que o estroncio substituiu
o célcio na estrutura da hidroxiapatita, enquanto que para ZnHA, (Ca+Zn)/P=1,725

bem maior que o estequiométrico, ha uma ocupacao de outros sitios, além do sitio

do Ca.

Tabela 5.1: Resultados da andlise quimica para os materiais estudados.

Mol Ca Mol P Mol Metal Ca/P (Ca+M)/P M/Ca

HAp90 0,99 0,59 1,678
HAp5 095 0,61 1,557
OCP 080 054 1,481
ZnHA 0,96 0,58 0,05 1,655 1,741 0,049
StHA 0,92 0,56 0,02 1,643 1,679 0,021

Para a analise térmica temos que no intervalo de temperatura ambiente até 200
°C, existe agua fisicamente adsorvida na superficie da amostra por meio de interagoes
de Van der Waals, que é uma ligacao de longo alcance, mas fraca. Ja entre 200-600
°C hé agua quimicamente adsorvida, formando ligagoes quimicas com a estrutura,
normalmente do tipo covalente. Entre 600-800 °C ¢ identificada a presenga de im-
purezas estruturais, como a formagao de CO3*. As andlises térmicas mostraram que
a HApS contém mais agua fisicamente adsorvida, da temperatura ambiente até 200

°C, (6,48 %) do que os demais materiais, sendo que a HAp90 foi a amostra com
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menos quantidade de dgua fisicamente adsorvida (2,75 %). Como todas as amostras
sao cristalinas, com excecao da HApb que tem seu grau de cristalinidade reduzido,
esse resultado ja era esperado. Neste processo todas as amostras apresentaram uma
reacao endotérmica, sendo que a STHA, ZnHA e HApb apresentaram picos em ~45 °C
e ~77 °C, com todas as amostras apresentando picos proximos dessa ultima tempera-
tura. Entre (200-600) °C toda a dgua quimicamente adsorvida é evaporada através
da reacdo OH- + HPO* — PO3} + H,0. Neste caso as amostras de ZnHA (3,92
%) e a OCP (3,93 %) apresentaram a mesma perda de dgua, apesar dos processos
serem diferentes, uma vez que para a ZnHA houve um pico grande exotérmico em
~338 °C com perda abrupta de massa e um pequeno em 455 °C com pequeno ganho
de massa, devido provavelmente & oxidacao, e para a OCP houve apenas uma banda
endotérmica larga com centro em ~430 °C. Como na estrutura cristalina da OCP,
hé presenca de camadas hidratadas intercaladas com as camadas de apatita, é es-
perado que a mesma tenha uma maior quantidade de agua quimicamente adsorvida
sendo liberada. Novamente a HAp90 (2,38 %) foi a que menos tinha dgua quimi-
camente adsorvida em sua estrutura. A introducao do zinco acarretou na presenca
de mais dgua tanto fisicamente (5,45 %) quanto quimicamente (3,92 %) adsorvida
se comparada com a substituigdo por estroncio (3,95 e 2,82 %, respectivamente).
Este resultado pode ser explicado pelo fato da ZnHA apresentar maior quantidade
de Zn substituido do que a STHA, mostrando que a quantidade de metal presente na
estrutura é importante para a adsorcao da agua. Para a StHA houve uma variacao
de perda e ganho de massa nessa regiao, sendo todo o processo endotérmico. No
total, considerando toda a dgua adsorvida, a HApb foi a que mais perdeu agua (9,83
%) e novamente a HAp90 foi a que menos perdeu (5,13 %). De 600 °C a 800 °C, o
que ocorre é a perda de CO?~ ou mudanga na estrutura/composi¢ao das amostras.
Neste caso, a StHA (0,05 %) foi a que menos perdeu massa, apesar de um processo

exotérmico em ~731 °C com pequeno ganho de massa e a OCP (0,67 %) a que mais
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perdeu, Figura [5.1h-e, Tabela [5.2] [L76H178].

Tabela 5.2: Porcentual de massa perdida por cada amostra para faixas de tempera-

tura. RT significa temperatura ambiente.

Amostra RT-200 °C  200-600 °C  600-800 °C RT-800 °C

HAp90 2,75 %
HAp5 6,48 %
oCP 4,86 %
ZnHA 5,45 %
SrHA 3,95 %

2,38 %
3,35 %
3,93 %
3,92 %
2,82 %

0,40 %
0,66 %
0,67 %
0,49 %
0,05 %

5,53 %
10,49 %
9,46 %
9,86%
6,82 %
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Figura 5.1: Gréfico de TGA e DTA em funcao da temperatura para as amostras de

a) HAp5, b) HAp90, ¢) OCP, d) ZnHA e e) StHA.
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5.1.2 Estrutura e fases cristalinas

Os padroes de XRD das amostras HAp90, HAp5, ZnHA e SrHA, Figura [5.2]
sao constituidas por picos caracteristicos da estrutura da hidroxiapatita (ICCD:
01-084-1998). Fases cristalinas de outros fosfatos de célcio nao foram detectadas.

Isso mostra que a baixa razao Ca/P=1,56 para a amostra HAp5 indica apenas uma

deficiéncia em Ca na estrutura da amostra.

2200 - g Q ZnHA
1 g ol —— SrHA
2000 - -9 g
] ag\i@@ P —— HAp5
1800 ~ g]\\:é\ J Y 5 & —— HAp90
I = = a o T
1600 5 \* § 732 N/
S 14004 i
© ]
S 1200
@ ]
S 1000
) p
£ 800
600
400
200
O 1 v 1 L 1 v 1 LJ 1 v 1 L] 1 -
10 20 30 40 50 60 70 80
20 (°)

Figura 5.2: Padrao de difracao da ZnHA, StHA, HAp5 e HAp90 mostrando as fases

da hidroxiapatita.

A HAp90 apresenta maior ordem cristalina de longo alcance (42 nm) que a
amostra HAp5 (31 nm) ao longo do eixo “c”, diregao principal de simetria da HA,
Tabela [5.3] Esta tabela indica que a diminuicao da temperatura de sintese diminui
a cristalinidade do material e/ou o tamanho de cristalito. Estas mudancas nao se
refletem em diferencas nos parametros de célula unitéaria a = b e ¢, como mostra

a Tabela Dentro do erro experimental as amostras HAp90 e HAp5 possuem
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parametros de célula unitaria similares, tipicas de uma hidroxiapatita.

Tabela 5.3: Posicao (6), largura de linha a meia altura () do pico referente ao plano

(002) e tamanho de cristalito (D,) de cada amostra.

Amostras 0oz Booz Dy
HAp5 25,82 0,527 32
HAp90 25,83 0,396 42
ZoHA 2592 0471 36
SrHA 25,81 0,409 41

ocp 2599 0,335 52
HAF1 2574 0400 41
HAF?2 25,81 0,385 43

Tabela 5.4: Parametros de rede dos pés e dos filmes estudados.

Amostras ¢ (nm) a=b (nm)

HAp5 0,689 0,942
HAp90 0,689 0,942
ZnHA 0,686 0,941
StHA 0,689 0,944
HAF1 0,691 0,942
HAF2 0,690 0,941

Para a amostra HAp, o padrao adquirido foi comparado com a fase da HA (ICDD:
00-009-0432), tragos pretos, do hidréxido de calcio (Ca(OH ), - ICDD: 00-004-0733),
tragos vermelhos, e do acido fosférico (H3 PO, - ICDD: 00-025-0378), tragos azuis, e
como podemos ver na Figura [5.3] o padrao tem os mesmos picos da HA, mostrando

portanto ser realmente uma hidroxiapatita cristalina pura.
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Figura 5.3: Padrao de difragdo da HAp com os tracos gerados pelos padroes conhe-
cidos da HA (em preto), do hidréxido de cdlcio (em vermelho) e do dcido fosférico

(em azul).

A substituicao do C'a?* pelo Sr?* nao afetou a cristalinidade da amostra, Tabela
com valor médio de tamanho de cristalito de 42 nm e 41 nm para HAp90 e
SrHA, respectivamente. Por outro lado, a amostra de ZnHA apresenta picos mais
largos, o que implica em menor cristalinidade, cristalitos com 36 nm de diametro.
Isso sugere que o Sr nao influencia a cristalizacao da apatita, enquanto o Zn inibe

o crescimento do cristal, [179] ou que a substituicao do Ca?* pelo Sr2?* foi pe-
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quena, Ca/(Ca+Sr)*100%=2%, nao sendo suficiente para alterar a cristalinidade
do material. Por outro lado, como a substituicao por Zn?* foi 2,5 vezes maior,
Ca/(Ca+Zn)*100%=5%, essa maior quantidade de Zn é suficiente para afetar nega-
tivamente a cristalinidade do filme. Verifica-se também que a amostra ZnHA e StHA
possui parametro “c” menor e “a” maior, respectivamente, do que o da HAp90 e
HApb reforcando a hipétese da substituicao do C'a?* pelo Zn?* e pelo Sr?*, pois o
zinco possui raio ionico menor que o do calcio e o estroncio raio i6nico maior, Tabela
[5.4] Tendéncias iguais, em que os parametros de rede aumentam com a substituigao
do C'a?* por Sr?* e diminuem quando a substituicao é pelo Zn2* sao encontradas na
literatura: Stanic V et al, encontraram que quando a substituicao de Zn é da ordem
de 4 %, os parametro de rede nao se alteraram, mas quando essa substituicao au-
mentou para 40 %, “¢” diminuiu, [179]. J& Querido W. et al, acharam que com uma
substituicao de 9 % de Ca?* por Sr?*, os parametros “a” e “c” aumentaram, mas
quando a substituicao é de apenas 2 % nao hé diferenca significativa nos parametros
de rede [46].

A amostra de octacalcio fosfato, Figura [5.4] apresenta somente picos da fase

OCP (ICDD: 01-074-1301) com tamanho de cristalito maior que o da HAp90, ou

seja, a OCP apresenta maior cristalinidade, 52 nm.
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Figura 5.4: Padrao de difracao da OCP mostrando somente planos da OCP.

Os filmes de HA depositados em substrato de titdnio conforme procedimento
descrito no Item 4.4 apresentam padroes de difracao similares e tipicos de uma HA,
Figura .5l Ambos os filmes sdo cristalinos apds o tratamento em tampao Tris
apresentando ordem de longo alcance de 41 nm para a HAF1 e 43 nm para a HAF2,
ao longo do eixo “c” da HA, Tabela [5.3] Estes valores sao similares ao encontrado
na amostra de HAp90. Apesar da mesma ordem de cristalinidade da HAp90, o
filme HAF1 apresenta uma orientacao preferencial no plano (002), o que nao ocorre
para os pés e para o filme HAF2, mostrando que a taxa de deposicao pode afetar o
crescimento do filme.

O ajuste para o caso dos filmes mostrou que o parametro “a” diminuiu nas duas
sequéncias de filmes, o que pode ser uma consequéncia de tensoes existentes quando

o material estda na forma de filme, Tabela 5.4}
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Figura 5.5: Padrao de difracao dos filmes de HA depositados sobre titanio, aquecido
a 400 °C e posteriormente tratadas com tampao Tris. Em cores preta e vermelha
filmes utilizados nos experimentos de adsor¢ao da insulina bovina (HAF1) e humana

(HAF2), respectivamente.

As medidas de FTIR foram feitas em duas etapas: i) o p6 como preparado, sem
nenhum tratamento especifico e neste caso medimos a hidroxiapatita estequiométrica
(HAp90) e substituida com Zn (ZnHA) e Sr (SrHA) e ii) os pds apds o tratamento
de 3 h com a solucao tampao sem proteina. Isto foi feito para entendermos qual a
influéncia do tampao na estrutura do pé.

Como podemos ver na Figura [5.6h, o espectro de todas as amostras apresen-
tam bandas largas em 1641 em™! e 3440 em™! que sao associadas a moléculas de
agua estrutural e adsorvida nas apatitas, respectivamente. Modos vibracionais dos

grupos hidroxilas (OH~) foram encontrado em 3567 ¢m~! (estiramento) e em 631
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cm~! (vibragao). Estes grupos se encontram ao longo do eixo “c¢” da estrutura da
HA. Todos as amostras também apresentaram os modos vibracionais vy, v3 e v4 dos
grupos PO3™ em 963 cm~', 1095/1034 cm~' e 603/563/574 cm™!, respectivamente.
O espectro de todas as trés amostras também mostrou um ombro em 1220 c¢m™!
e em 876 ¢m™! atribuido ao modo vibracional do grupo PO-H e HO,P~2, respec-
tivamente [180,/181]. Por ultimo, um pequena banda na regiao de 1400-1500 c¢m=!
foi encontrada e associada ao grupo carbonato na estrutura da hidroxiapatita. Este

resultado sugere entao a formagao de fases nao apatitas na estrutura da HA.
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Figura 5.6: FTIR das amostras como preparada, sem o tratamento com solucao
tampao. a) Espectro de FTIR das amostras HAp90, ZnHA e SrHA na regiao de
4000 em~t a 400 em~! mostrando picos caracteristicos de uma hidroxiapatita. De-

convolu¢ao na regiao de 450-750 ¢m~! das amostras b) HAp90, ¢) ZnHA e d) SrtHA.

A deconvolucao da regiao da banda v,PO, das amostras de HAp90, ZnHA e
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SrHA, Figura [5.6b-d, revelou a existéncia de uma banda adicional em 608-610 ¢!
que foi atribuida ao modo vibracional do fosfato que nao esta na estrutura da apatita
[170]. Este resultado reforga a hipétese de que a substituigdo do Ca por Zn e Sr
promove a formacao de fases nao apatitas.

No caso das amostras tratadas por 3 h com solugao tampao Tris, os espectros de
FTIR, Figura [5.7h,b, das amostras HAp90 e HAp5 apresentam bandas vibracional
em 1641 em~! e 3440 em~! atribuidas a moléculas de dgua estrutural (quimicamente
adsorvida na estrutura) e fisicamente adsorvidas na superficie das nano particulas
de HA, respectivamente. Bandas associadas a grupos hidroxila (OH~) localizados
ao longo do eixo “c¢” da estrutura da HA sao observadas em 3567 ecm™' e 631 em™!.
Modos vibracionais vy, v3 e v4 dos grupos PO3~ ocorrem em 963 cm™, (1095, 1064,
1034) em™! e (603, 564) em~!, respectivamente. A amostra de OCP apresenta a
banda em 1641 em~! com forte intensidade devido as camadas hidratadas situadas
entre planos de célcio e fosfato na estrutura da HA, [180].

As amostras de ZnHA e SrHA apresentam espectro de FTIR com a mesma
estrutura de bandas vibracionais que HAp90 e HAp5. Bandas vibracionais mais
largas sugerem uma estrutura local mais desordenada em torno dos OH~ e PO3".
Estes resultados concordam com os resultados obtidos por XRD.

Bandas de impurezas de {ons carbonato, em 1450 c¢m™ e 1428 ¢m~! sao obser-
vadas na amostra HAp5 com relativa intensidade. Estas impurezas entram com
facilidade na estrutura da HA durante a nucleacao das nano particulas em sinteses
aquosas conduzidas em baixas temperaturas. A HAp90 apresenta uma contaminagao
por NH; com banda em 1383 ¢m~! [180]. Com o experimento de FTIR, espectro
completo (Figura[5.7h,b) e deconvolucionado (Figura[5.8p-c), nao foi possivel detec-
tar nenhuma diferenca na estrutura das amostras de HAp90, ZnHA e SrHA apds o
tratamento de 3 h com a solucao tampao. Como o FTIR nos fornece informacao de

um todo, bulk e superficie, este resultado sugere que o Tris nao afeta a estrutura
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das amostras.
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Figura 5.7: Espectro de FTIR das amostras HAp5, HAp90, OCP, StHA e ZnHA: a)
regiao de 4000 em~! a 1350 em~! | b) regido de 1350 em~! a 400 cm~1.
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Figura 5.8: Deconvolugao na regidao de 450-750 ¢m~! das amostras a) HAp90, b)

ZnHA e c¢) StHA apés o tratamento de 3 h com a solugdo tampao Tris.

O espectro de FTIR do filme de HA depositado em superficie de Ti apresenta as
bandas OH~ e PO?~ da hidroxiapatita, Figura . Bandas de agua adsorvida e es-
trutural ocorrem com baixa intensidade, mesmo apds o tratamento do filme. Mesmo
apos o contato com solucao tampao, os filmes nao apresentaram grande intensidade

de banda OH~, indicando que o filme possui boa cristalinidade e estabilidade em

meios aquosos.
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Figura 5.9: Espectros de FTIR de filme de HA depositados sobre Ti na regiao de
4000 em™ a 750 em~! com as bandas caracteristicas de fosfato e OH, mostrando

que temos hidroxiapatita.

5.1.3 Caracteristicas Morfolégicas e Texturais

A Tabela [5.5 apresenta os valores de area especifica, tamanho e volume de poros
para as amostras HAp, HAp90, HAp5, OCP, ZnHA e StHA. Estes parametros sao
de grande importancia no estudo dos processos de adsor¢cao de moléculas em siste-
mas nano estruturados. Em principio, a adsorcao é controlada pela area especifica
disponivel para a interagao com as moléculas e pela porosidade do material na nano
escala que ira modular os processos difusionais das moléculas para o interior dos
agregados de nanoparticulas.

As areas especificas das amostras de hidroxiapatita apresentam grandes variacoes
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em funcao da temperatura de sintese. A nucleagao em baixas temperaturas induz
a formagao de pequenas particulas com baixa cristalinidade e razao Ca/P abaixo
do valor estequiométrico (Ca/P=1,67). Este é o caso da amostra HAp5 que foi sin-
tetizada a 5 °C. Esta amostra possui uma érea especifica quase 6 vezes maior (220
m?/g) que amostras sintetizadas em temperaturas de (50-90) °C (4reas especificas
entre (30-60) m?/g). O tamanho médio de poros da HAp5 é bem menor que o das
amostras HAp90 e HAp, enquanto o volume de poros da HAp5 é bem maior que
destas ultimas amostras. Estes parametros, alta area e volume de poros e baixo ta-
manho de poros, constituem indicadores que a amostra é formada por nanoparticulas
primérias bem menores que aquelas das amostras HAp90 e HAp.

A substituicao do calcio pelo estroncio e zinco também induz o aumento da area
especifica, a diminuicao do tamanho de poros e o aumento do volume de poros,
conforme mostra a Tabela[5.5] Novamente a amostra ZnHA teve maior alteragao se
comparada com a amostra STHA, o que pode ser explicado pela maior quantidade de
7Zn na estrutura da HA. A amostra de OCP possui volume de poros préximo ao da
HAp90 mas um tamanho de poro bem menor. Isto explica a maior area especifica

do OCP em relagao a HAp90.

Tabela 5.5: Tabela com as caracteristicas fisico-quimicas do material bulk.

Amostras  Area superficial [m?/g] Tamanho de poro [4] Volume de poro [cm?®/g]

OCP 50 199 0,25
HApb5 220 194 1,07
HAp90 37 319 0,29
ZnHA 92 185 0,43
SrHA 61 233 0,36
HAp 46 323 0,37

Apesar da presenca do metal alterar a drea superficial e o volume e tamanho de
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poro da hidroxiapatita, essa alteracao nao é relevante para o processo de adsor¢ao
de proteinas pequenas, como osteocalcina e insulina. Essas proteinas tém tamanhos
da ordem de 5 nm, ou seja, os poros menores do que isso nao sao acessiveis para as
proteinas. De acordo com a Figura [5.10] as maiores areas superficiais, na presenca
de metal, ocorrem para poros menores do que 5 nm, nao sendo portanto acessiveis.
Para poros maiores do que 5 nm, a distribuicao de drea é a mesma na auséncia ou

presenca de metal.
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Figura 5.10: Area de poro acumulada em funcao do didmetro médio das amostras

ZnHA, StHA e HAp90.

A dimensao manométrica das particulas primarias de fosfato de calcio e a sua
alta reatividade superficial sao fatores importantes para estimular a aglomeracao
das NPs em ambientes aquosos e biolégicos. Interagoes eletrostaticas entre as NPs

induzem a aglomeracao e a formacao de agregados de particulas. Nos fosfatos de
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célcio, este efeito é muito pronunciado devido a alta concentragao (3-6 wt %) de
moléculas de dgua (dipolos elétricos) na estrutura da hidroxiapatita e na superficie
das nanoparticulas. Nas amostras pouco cristalinas, fases amorfas e hidratadas
podem se concentrar na superficie das NPs criando uma estrutura core (interior
da NP) e shell (superficie da NP) que contribui fortemente para a formagao de
agregados de NPs [182]. Quanto menor a dimensao e a cristalinidade da NP maior
serd o efeito de aglomeracao. A formacao de agregados tem grande influéncia na
adsor¢ao de moléculas nos fosfatos de célcio, pois diminui a drea especifica e a
porosidade do material.

Todas as amostras utilizadas neste trabalho formaram agregados em condicoes
ambientais normais, como mostra a Figura As amostras HAp90 e OCP pos-
suem uma distribuicao bimodal de agregados de NPs com tamanhos variando de
80 nm a 10 pm com tamanho mais provaveis centrados em 300 nm e 2 pym para a
HApP90 e 400 nm para a OCP.

A amostra HApb que possui baixa cristalinidade e é constituida por particulas
primarias menores que as da HAp90, possui um perfil de distribuicao de tamanho
de NPs mais complexo. O perfil da distribuigao é trimodal com modas entre: i) 1,7
pm e 10 ym e um maximo em 3 pm, ii) 28 ym e 45 pm com pequena intensidade
e iii) 60 pm e 200 pum, com maximo em 100 pym. Comparando estes resultados
com os obtidos pela técnica de BET, verifica-se que os agregados da HApb5 possuem
dimensdes micrométricas, mas os poros sao nanométricos (19 nm) o que explica a
grande area especifica do material (220 m?2/g). Moléculas tais como a albumina e
insulina com dimensoes variando de 0,5 nm a 1,5 nm nao terao dificuldade de ter
acesso ao interior dos agregados e interagir com grande parte da area superficial das
NPs.

A substituicao do céalcio por Sr e Zn produz NPs com menor capacidade de

agregacao. A distribuigdo de tamanho da SrHA é unimodal com aglomerados de



5.1 Caracterizagao Fisico-Quimica dos Fosfatos de Calcio 98

tamanhos entre 100 nm e 600 nm, e méaximo da moda centrado em 300 nm. No caso
da ZnHA a distribuigao é bimodal com moda entre 80 nm e 1 ym e maximo em 300
nm e moda de pequena intensidade entre 1 um e 9 yum. Apesar do metal induzir
maior quantidade de dgua adsorvida e com isso aumentar a probabilidade de formar
agregados, o que vemos aqui é o contrario, ou seja, a presen¢a do metal esta redu-
zindo o tamanho de agregados, o que pode levar a uma maior adsorcao de proteina,

uma vez que a area especifica diminui quando as particulas estao aglomeradas.
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Figura 5.11: Distribuicao do tamanho de particula para as amostras de STtHA, HAp5,
HAp90, ZnHA e OCP.
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5.1.4 Estequiometria da superficie

Fosfatos de Calcio na forma de pé

As informagoes sobre a composicao da superficie das NPs de fosfatos de calcio
foram obtidas pela técnica de XPS. E importante ressaltar que nao sao muitos os
trabalhos detalhados sobre a composicao da superficie da hidroxiapatita sintetizada
em diferentes condigoes [183H185].

Aqui, novamente, as amostras HAp90, ZnHA e StHA foram analisadas sem ne-
nhum tratamento com a solucao tampao, afim de entendermos o impacto de uma
solucao na superficie dos pds de hidroxiapatita.

Como visto na Figura , o espectro completo (survey) das amostras HAp90,
SrHA e ZnHA mostram os picos dos elementos constituintes de uma hidroxiapatita
(O, Cae P). Na amostra ZnHA, é possivel detectar a presenga do elemento dopante,
Zn. No entanto, para a amostra de STHA o pico do Sr nao foi detectado. Isso pode
ocorrer se a quantidade da dopagem nao é grande o suficiente, neste caso o pico fica
na mesma intensidade do ruido e por isso nao é possivel detectar em um espectro de
baixa resolucao. Para realmente confirmar a presencga do elemento, é necessario uma
medida de alta resolucao. Além disso, é possivel vermos um grande pico referente
ao carbono. Como o pico do Sr é préximo ao pico do carbono, o mesmo pode estar
escondido pelo carbono. Este carbono aparece devido ao contato com o ar, ele é de

origem organica e usado para calibragao do espectro.
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Figura 5.12: Espectro de XPS das amostras HAp90, StHA e ZnHA com a identi-

ficacao dos elementos presentes na superficie.

A composicao elementar da superficie foi realizada dividindo a area do espec-
tro de alta resolucao pelo fator de sensibilidade de cada elemento e pode ser en-
contrada na Tabela [5.6] Podemos ver que a razao (Ca+M)/P, em que M=Zn, Sr
quando presente, é abaixo da estequiométrica para todas as amostras. Isto su-
gere que a superficie das NPs estd mais préoxima de uma hidroxiapatita defici-
ente em célcio. A diminuicdo da razdo Ca/P nao pode ser explicada pela pre-
senga de carbonato na superficie em sitios de fosfato, pois a substituigdo do PO3~
por CO3™ seria responsavel por um aumento da razdo Ca/P e nao pela sua dimi-
nuicao. Uma hipétese provavel seria a formacao de uma estrutura na superficie
do tipo Cayg_ M, (VD) (HPO,)(PO4)¢-2(H20):(OH)y ., em que: M é a im-

pureza metdlica (Zn ou Sr) no caso das amostras dopadas [186,/187]. A presenga
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de agua em sitios de OH~ ao longo do eixo “c” da HA seria um fator importante
na estabilizagao de uma estrutura deficiente em calcio. Entretanto, a variacao da
razao (Ca+M)/P nas amostras substituidas ¢ dependente da natureza do metal: ela
praticamente nao varia na ZnHA, se comparada com a HAp90 e diminui ainda mais
na STHA. Este efeito deve ser estudado com maior detalhe em futuros trabalhos. A
concentragao de metal na superficie é dada pela razao M/(Ca+M). A substituigao
de Zn na superficie (11 %) é bem maior que a determinada pela andlise quimica ele-
mentar (5 %) indicando que o metal se concentra na superficie da ZnHA. Entretanto
este valor é bem acima do tedrico adicionado (5 %), o que sugere que a quantidade
de Ca na superficie é realmente bem abaixo do valor estimado teoricamente, ou que
a quantidade de carbono presente nas amostras acaba encobrindo os picos dos ele-
mentos base da HA. No caso da StTHA, a concentracao de Sr é igual ao determinado
pela andlise quimica (2 %). Este resultado sugere que o Sr distribui-se igualmente

na estrutura da hidroxiapatita.

Tabela 5.6: Razoes (Ca+M)/P, M/(Ca+M), Ca/P e O/P determinadas pela anélise
quimica por XRF (interior e superficie) e pelo XPS (superficie) das amostras sem

tratamento com solugao tampao Tris. Os erros se referem a divergéncia entre as

triplicatas.
(Ca+M)/P (Ca+M)/P M/(Ca+M) M/(Ca+M) Ca/P o/p
Amostras
XRF XPS XRF XPS XPS XPS
HAp90 1,687+0,002  1,50+0,01 1,50+£0,01 4,73+0,07

ZnHA  1,725:0,004 1,54+0,02  0,049+0,002 0,115:0,003 1,36+£0,02 4,37+0,07
StHA  1,697+0,007  1,03x0,02  0,021£0,004 0,016+0,001 1,02+0,02 3,62+0,09

Os valores encontrados de O/P para as amostras HAp90, ZnHA e SrHA variam
muito sendo a ZnHA a tnica que apresentou o valor estequiométrico. A HAp90 foi

ligeiramente maior enquanto a STHA apresentou valor abaixo do estequiométrico.
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Este resultado sugere a complexidade da superficie das apatitas.

Os espectros de alta resolucao das amostras HAp90, STHA e ZnHA sao apre-
sentados nas Figuras [5.13}[5.15 A deconvolugao do pico do oxigénio O 1s pode ser
decomposto em picos associados a trés energias de ligacao: em 529,0 eV referente a
formagao de éxidos na superficie, uma segunda em 531,2 eV, pertencente a ligacao
simples do O-P formando o fosfato e uma terceira em 533,0 eV referente a hidroxila
ou dgua na amostra, [113}/188,|189]. Para o elemento fésforo temos apenas o pico
referente a ligagdo com o oxigénio (P-O) em 133,2 eV, [113/189]. A deconvolucao
do pico do célcio mostra somente o pico associado ao calcio ligado ao oxigénio
em 347,3 eV [122,/190]. O espectro do carbono foi decomposto em duas diferentes
ligagdes. A de maior intensidade pode ser atribuida ao carbono de origem organica
(C-C/C-H) devido ao contato com a atmosfera. Este pico com energia de 284,6 eV

é utilizado para a calibracao. A energia em 288,0 eV pode ser atribuida a ligagao

COOH, [T13}[121}[190], Tabela 5.7}



5.1 Caracterizacao Fisico-Quimica dos Fosfatos de Calcio 103

HAp90 HAp90
a) e b) -
—C (1s
4000+ —Cv(CIC)-H e
——COOH
3500 Background 12000 -

CPS (u.a.))

6000 4
4000 Loipun,
2é2 2é0 2é3 2&6 2&4 2&2 260 538 51;06 53‘.4 53‘2 53‘0 5&8 5éﬁ 524
B.E. (eV) B.E. (eV)
HAp90 ) HAp90
C) 7000 — Ap d P
a(2p A
1——Ca-0 2p3R2 1800
J Ca-02p12
aoae Background 1600 -
L i -— 1400 -
§ 5000 =
2 o 3 1200-
0 T 7]
a o 1000
o (%)
3000 4 200
20004 600 -
354 352 350 348 346 344 138 136 134 132 130
B.E. (eV) B.E. (eV)

Figura 5.13: Espectro XPS de alta resolucao da amostra HAp90 como produzida:

a) carbono, b) oxigénio, ¢) célcio e d) fésforo.
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Figura 5.14: Espectro XPS de alta resolu¢ao da amostra StHA como produzida: a)
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Tabela 5.7: Energia de ligacao da deconvolucao de cada pico presentes nas amostras
de HAp90, ZnHA e StHA. Dentro do erro experimental, todos os elementos apresen-

tam a mesma deconvolucao. Os erros se referem a divergéncia entre as triplicatas.

Ca 2 P2 Zn 2 Sr 3
O 1s [eV] P P C 1s [eV] P P
[eV] [eV] [eV] [eV]
. O-H C-C
Amostra Oxidos O-P Ca-O P-O COOH Zn-O Sr-O
/H20O /C-H
529,0 531,2 533,0 347,3 1332 284,6 288,0
HAp90
+0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1  +0,1 +0,1
5286 531,5 533,3 347,5 133,4 284,6 283,0 1022,6
ZnHA
+0,1 +0,1 +0,0 +0,0 0,0 0,1 +0,2 +0,1
529,2 531,4 533,4 347,5 133,4 284,6 2878 269,3
SrHA
+0,2 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1  +0,1 +0,2 +0,2

Comparando agora os resultados das amostras em pd apds o tratamento de 3 h
com a solucao tampao. Como para a adsorcao das proteinas, as amostras ficam em
meio aquoso, a nossa amostra referéncia deve ser a superficie da amostra no meio
aquoso, uma vez que o meio pode modificar as caracteristicas da amostra.

Na Figura[5.16] temos o espectro de XPS completo, survey, das amostras HAp90,
HAp5, StHA, ZnHA e OCP.Os espectros sao constituidos por picos dos elementos
bésicos que compoe a matriz destes materiais tais como o O, Ca e P. Nas amostras
dopadas sao detectados picos de Zn (ZnHA) e Sr (SrHA). J& podemos ver por
aqui que o tratamento em meio aquoso modificou o sinal detectado pelo XPS, uma
vez que anteriormente nao era possivel detectar o pico do Sr. O carbono é um
elemento presente em todas as amostras devido a contaminagao da superficie por
carbono de origem organica presente no ar. Observam-se também picos de carbono
de origem mineral, ligado a estrutura da hidroxiapatita provavelmente substituindo

grupos fosfatos. A substituicao fosfato x carbonato ocorre provavelmente durante
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o processo de sintese e estocagem do material. Aqui também percebemos outra
alteracao no espectro. Apos o tratamento com tampao, a quantidade de carbono na
superficie diminui e muito provavelmente por isso, foi possivel a deteccao do pico do
Sr. De certa forma a solucao tampao limpa a superficie das amostras do carbono

contaminante proveniente do ar.
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Figura 5.16: Espectro XPS das amostras OCP, HApb5, ZnHA, SrtHA e HAp90 com

a identificagao dos elementos presentes na superficie.

A andlise das razoes (Ca+M)/P, M/(Ca+P) e O/P em que M=Sr ou Zn, sera
feita em duas etapas, sendo a primeira comparando a analise por XPS antes e apos
o tratamento de 3 h com solugao tampao e em seguida a comparacao entre andlise
quimica (XRF) e de superficie (XPS) apds o tratamento com tampao, que é a nossa
amostra referéncia.

Como pode-se ver na Tabela[5.8] apds o tratamento com solugao tampao, a razao
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(Ca+M)/P da HAp90 e ZnHA diminuiu, deixando as amostras ainda mais deficientes
em calcio. No entanto, elas continuam tendo razoes préximas uma das outras.
Comportamento contrario foi encontrado para a StHA, em que a razao aumentou,
mas nao o suficiente para se igualar as outras amostras. Ela continua sendo a
mais deficiente em cdlcio. Com a remocgao de grande parte do carbono organico,
foi possivel calcular a nova percentagem de metal substituido, sem ser mascarado
pelo carbono. Neste caso temos uma diminui¢ao da quantidade de Zn, indo para
valor igual ao desejado teoricamente (5 %). No caso do Sr, o valor encontrado na
superficie apds o tratamento em solugao foi maior (4 %) que sem o tratamento (2 %)
e proximo do valor desejado. Um resultado interessante é que apds o tratamento com
tampao Tris, ambas as amostras apresentaram praticamente a mesma quantidade de
metal na superficie, portanto a quantidade de metal que a proteina enxergara sera
igual. Outro resultado encontrado é que a razao O/P assume valores bem menores
do que o esperado para uma HA estequiométrica (4,3) para todas as amostras. Este
efeito é mais um indicador da natureza complexa da estequiometria da superficie
dos fosfatos de célcio. Efeitos do feixe de raios X na estequiometria da superficie
da HA nao podem ser excluidos. Tal hipdtese foi levantada por Hongbo et al em

trabalho sobre a caracterizacao da superficie da HA por XPS [191}/192].

Tabela 5.8: Razoes (Ca+M)/P, M/(Ca+M) e O/P determinadas pela analise de XPS
(superficie) antes e apds o tratamento com solugao tampao Tris. Os erros se referem

a divergéncia entre as triplicatas.

(Ca+M)/P (Ca+M)/P M/(Ca+M) M/(Ca+M) O/p O/p
Amostra
antes apds antes apés antes apds
HAp90 1,50+0,01 1,30+0,01 4,73+0,07 2,66+0,07

ZnHA 1,564+0,02 1,33+0,02  0,115+0,002 0,047+0,003 4,37+0,07 3,00+0,07
SrHA 1,03+0,02 1,13+0,02  0,016+0,004 0,036+0,001 3,62+0,07 2,85+0,09
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A comparacao entre a andlise quimica (XRF) e a andlise por XPS sao apresen-
tadas na Tabela . Verifica-se que a razdo Ca/P na superficie das amostras nao
dopadas com metal (HAp90 e HAp5) é menor que a razao Ca/P do conjunto da
amostra (interior mais superficie) que foi determinada pela analise quimica. Isto
sugere que a superficie das NPs possui uma estrutura e estequiometria diferentes
das do interior da NP e, novamente, mais proxima de uma hidroxiapatita deficiente
em calcio. Além disso, podemos ver que a razao entre as duas amostras é proxima,
0 que sugere que apos o tratamento com tampao, a amostra menos cristalina, tem
superficie igual & cristalina. A razao Ca/P da superficie do OCP (1,15) é também

inferior a do interior da estrutura (Ca/P=1,47) e da razao estequiométrica (1,33).

Tabela 5.9: Razdes (Ca+M) /P, M/(Ca+M) e O/P determinadas pela andlise quimica
por XRF (interior e superficie) e pelo XPS (superficie). Os erros se referem a

divergéncia entre as triplicatas.

(Ca+M)/P  (Ca+M)/P M/(Ca+M) M/(Cat+M) O/p

Amostras
XRF XPS XRF XPS XPS
HAp90  1,687+0,002 1,30+0,01 2,66+0,07
HAp5 1,566+0,002  1,27+0,06 2,41+0,12
OCP 1,466+0,001  1,15+0,01 2,32+0,03

ZnHA  1,725+0,004 1,33+0,02  0,049+0,002 0,047+0,003 3,00+0,07
StHA  1,697+0,007 1,13+0,02  0,021+0,004 0,036+0,001 2,85+0,09
HAD 1,64+0,01 4,67+0,07

O efeito de diminuigdo da razao (Ca+M)/P na superficie, quando comparada
com o valor estequiométrico, é também verificado nas amostras substituidas. En-
tretanto, a variacao é dependente da natureza do metal: ela praticamente nao varia
na ZnHA, se comparada com a HAp90 e diminui ainda mais na StHA. Este efeito

deve ser estudado com maior detalhe em futuros trabalhos. A concentracao de Zn
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na superficie (5 %) é similar a determinada pela andlise quimica elementar (5 %) in-
dicando que o metal se distribui homogeneamente do interior a superficie da ZnHA.
Este perfil nao é verificado na StHA onde a concentragdo de Sr é muito maior na
superficie (4 %). Este resultado sugere a formagao de complexos de Sr na superficie
da hidroxiapatita. Apesar da quantidade de Sr e Zn ser diferente no interior da
amostra, a mesma ¢é similar na superficie, o que é importante para o nosso experi-
mento no efeito de comparacao entre amostras, ja que o processo de adsor¢ao ocorre
na superficie. Como as concentragoes de metal na superficie sao proximas, a menor
razao (Ca+M)/P para a amostra STHA indica que sua superficie é mais deficiente
em Ca se comparada com as demais amostras.

Espectro de alta resolucao de XPS da amostra HAp90 em torno das energias de
ligacao dos elementos Ca, P, O e C para todas as amostras estudadas sao mostrados
na Figura[5.17 O espectro na regiao da energia de ligagdo do oxigénio O 1s pode ser
decomposto em picos associados a trés energias de ligacao: em 528,5 eV referente a
formacao de 6xidos na superficie, uma segunda em 530,6 eV, pertencente a ligacao
simples do O-P formando o fosfato e uma terceira em 532,4 eV referente a hidroxila
ou dgua na amostra, [113/188,|189]. Para o elemento fésforo temos apenas o pico
referente a ligacdo com o oxigénio (P-O) em 132,7 eV, [113,[189]. A deconvolugao
nestes dois casos ¢é igual a deconvolucao das amostras antes do tratamento com
tampao. A deconvolucao do pico do cédlcio mostra o pico associado ao calcio metélico
em 344,7 eV e do calcio ligado ao oxigénio em 346,8, [122,{190]. O espectro do
carbono foi decomposto em trés diferentes ligacoes. A de maior intensidade pode
ser atribuida ao carbono de origem organica (C-C/C-H) devido ao contato com
a atmosfera. Este pico com energia de 284,6 eV é utilizado para a calibracao. As
energia em 286,1 e 288,7 eV podem ser atribuidas a ligacao simples (C-O) e a ligagao
COOH, respectivamente, [113][121},[190], Tabela [5.10] Nestes dois casos é possivel

ver uma alteragao na deconvolugao. O tratamento com solucao tampao fez o célcio



5.1 Caracterizacao Fisico-Quimica dos Fosfatos de Calcio 111

perder algumas ligagoes com o oxigénio ou foi possivel ver ligagoes do tipo Ca-Ca. J&
no caso do carbono, é possivel ver uma outra ligagao, antes inexistente ou encoberta
pelas ligagoes C-C/C-H. Além disso a ligagao COOH que antes tinha energia de

288,0 eV teve sua energia aumentada em 0,7 eV.
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Figura 5.17: Espectro XPS de alta resolugdo da amostra HAp90: a) carbono, b)
oxigénio, ¢) célcio e d) fésforo. Na cor preta o espectro experimental, nas demais

cores as energias de ligacao obtidas pela deconvolucao do espectro experimental.
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Os espectros de XPS dos elementos Ca, O, P nas amostras HAp5, OCP, StHA
e ZnHA, apresentaram a mesma deconvolucao, com as mesmas energias de ligacao
conforme mostra a Tabela |[5.10| e as Figuras a[p.21] O pico do carbono para a
amostra de OCP nao apresentou o pico referente a ligagao COOH, o que é esperado,
uma vez que o mesmo nao contém a hidroxila em sua estrutura. Para a ZnHA temos
o pico de Zn-O em 1021,9 eV e no caso da SrHA, o Sr-O em 268,5 eV e em
134,5 eV, que fica dentro do pico do fésforo 2p, Tabela |5.10, [194,195].
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Figura 5.18: Espectro XPS de alta resolugao da amostra HAp5: a) carbono, b)
oxigénio, ¢) célcio e d) fésforo. Na cor preta o espectro experimental, nas demais

cores as energias de ligacao obtidas pela deconvolugao do espectro experimental.
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alta resolu¢do da amostra OCP: a) carbono, b)

oxigénio, c) célcio e d) fésforo. Na cor preta o espectro experimental, nas demais

cores as energias de ligacao obtidas pela deconvolugao do espectro experimental.
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Figura 5.20: Espectro XPS de alta resolugao da amostra SrHA: a) carbono, b)
oxigénio, c) célcio, d) fésforo e e) estroncio. Na cor preta o espectro experimen-

tal, nas demais cores as energias de ligacao obtidas pela deconvolucao do espectro

experimental.
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Figura 5.21: Espectro XPS de alta resolugdo da amostra ZnHA: a) carbono, b)
oxigénio, ¢) célcio, d) fésforo e e) zinco. Na cor preta o espectro experimental, nas
demais cores as energias de ligagao obtidas pela deconvolucao do espectro experi-

mental.
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Filmes Finos de Hidroxiapatita

Filmes finos (540 nm) tratados termicamente a 400 °C posteriormente e deixados
em tampao Tris durante 3 h foram analisados por XPS. O espectro de XPS apresenta

os picos de O, Ca e P e C, Figura[5.22]
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Figura 5.22: Espectro de XPS dos filmes HAF1 e HAF2 tratados termicamente a
400 °C e com tampao Tris por 3 h usados na adsor¢ao com insulina bovina e humana,

respectivamente.

Para os filmes produzidos para a adsorgao de insulina humana (HAF2), a razao
Ca/P foi menor do que a razao tedrica da HA (1,67), estando de acordo com o
encontrado para os poés, em que a razao Ca/P da superficie sempre foi menor do
que a do bulk e a estequiométrica. Comportamento contrario foi encontrado para

os filmes produzidos para a insulina bovina (HAF1), em que a razao foi acima da
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tedrica, Tabela [5.11] Isso pode ter ocorrido porque na presenga do tampao ocorre
uma resuspensao e redeposicao do material da superficie do filme, o que pode mudar
a estequiometria e até mesmo a composicao da superficie do filme. No entanto,
mesmo com esse processo ocorrendo, os picos se encontram nas mesmas posicoes do
caso da HAp90, Tabela [5.12] Além disso é possivel ver que essa energia de ligagao
nao varia com o material, ou seja, nao importa se ¢ HA ou OCP, se é p6 ou filme

ou por qual rota foi produzido, todos os elementos se ligam com a mesma energia.

Tabela 5.11: Porcentagens de cada pico fotoelétrico e a razao Ca/P para os filmes

depositados sobre Ti. Os erros se referem a divergéncia entre as triplicatas.

Amostras O 1s [%] Ca2p [%] P 2p[%] C 1s[%)] Ca/P
HAF1  533+02 21,8404 80+1,1 16,9+14 2734035
HAF2 53,7402 20,0+1,8 13,440,3 12,9423 1,49+0,10

Tabela 5.12: Energia de ligacoes de cada pico fotoelétrico das amostras em pé e dos

filmes. Os erros se referem a divergéncia entre as triplicatas.

Amostras O 1s [eV] Ca2p[eV] P2p[eV] Cls[eV] Zn2p[eV] Sr3p [eV]
HAp90  530,7+0,2 346,8+0,1 132,7+0,1 284,6+0,1
HApPS  530,4+0,1 346,640,1 132,6<0,1 284,6=0,0
OCP  530,640,1 346,820,0 132,9+0,1 284,6+0,0
ZnHA 530,7+0,1  346,8+0,0 132,9+0,1 284,6+0,1 1022,0+0,0
SrHA 530,7+0,1  346,7+0,1 132,7+0,2 284,6+0,1 268,4+0,3
HAp  530,5£0,1 346,740,1 132,740,2 284,620,
HAF1  531,040,1 346,9+0,0 133,1+0,1 284,60,1
HAF2  530,740,1 346,7£0,0 132,9+0,2 284,60,1

A deconvolucao de cada pico dos filmes para o experimento com insulina bovina

(Figura [5.23) e humana (Figura [5.24)) apresentou as mesmas ligagdes presentes no
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pé para o oxigénio, o fésforo e o célcio, Tabela refARfilmes. No entanto, para o
pico do carbono, além dos picos referentes as ligagoes de C-C/C-H em 284.,5 eV, de
C-0O em 285,7 ¢V e COOH em 288,0 eV, a série HAF1 apresentou um pico com alta
energia em 289,3 eV referente & ligagao C=0 [196][197].
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Figura 5.23: Espectro XPS de alta resolugao dos picos de a) carbono, b) oxigénio, c)
célcio e d) fésforo, do filme controle para a adsor¢ao com insulina bovina (HAF1),

mostrando a deconvolugao e a ligagao referente a cada deconvolucao.
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Figura 5.24: Espectro XPS de alta resolugao dos picos de a) carbono, b) oxigénio, c)

célcio e d) fosforo, do filme controle para a adsor¢ao com insulina humana (HAF2),

mostrando a deconvolugao e a ligagao referente a cada deconvolucao.
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Apesar dos parametros utilizados na deposi¢ao do filme sobre o substrato de
titanio serem os mesmo, como o alvo foi diferente entre as deposi¢oes, com abertura
do equipamento, houve diferencas entre os dois filmes, como crescimento preferen-
cial na diregao (002), maior razao Ca/P e presenga da ligacaio C=0O na superficie
para a série HAF1, o que pode influenciar o resultado do experimento, sendo mais
uma variavel a ser considerada. Esse resultado deixa claro que ha um problema de
reprodutibilidade das amostras, que ha diferencas entre lotes, sendo necessario entao
fazer todo o experimento com o mesmo lote.

Vimos também que a superficie do material é diferente do material como um
todo (interior e superficie). Esta diferenca pode ser originada, principalmente, pela
absor¢ao de CO2 e carbono organico do ar, que reage com a superficie reativa dos
materiais. Esta absor¢ao e difusdo forma carbonatos (C'Os), aumentando os defei-
tos que sao inerentes a baixa coordenacao dos atomos da superficie. Estes defeitos
levam a modificacao das energias de ligacao e estequiometria da superficie, o que
pode ser verificado nos espectros de XPS apresentados. Sendo assim, analisar e
conhecer o material bulk nao é suficiente, ainda mais se o experimento envolve mais
superficie do que bulk. Logo, saber como essa superficie é diferente do interior é de
suma importancia para a interpretacao e compreensao dos resultados. Com o ex-
perimento de XPS antes e apds o tratamento com solucao tampao Tris, foi possivel
detectarmos que a solucao remove o carbono organico, o que acaba por modificar a
razao calcio fésforo. Isso pode ocorrer pois a solugao pode provocar uma remocao
e redeposicao dos constituintes da hidroxiapatita, formando uma outra fase ou sim-
plesmente porque sem o carbono, os elementos aparecem com mais intensidade. A
deconvolucao do carbono mostrou que uma outra ligacao ocorre na superficie, o que

reforca a ideia da redeposicao de outras fases.
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5.2 Adsorcao de osteocalcina em fosfatos de calcio
e silicio

A adsorcao da osteocalcina em nanoparticulas de fosfatos de calcio tem sido
pouco reportada na literatura [113),[114},|198]|199]. Isto se deve principalmente as
limitagoes das técnicas experimentais para caracterizar a interacao de estruturas
proteicas complexas tal como a osteocalcina em superficies inorganicas nanoestru-
turadas como os fosfatos de calcio. Como foi apresentado anteriormente no Item 5.1
deste trabalho, a superficie de fosfatos de céalcio apresenta grande variabilidade de
estrutura, estequiometria e perfil textural. Esta caracteristica intrinseca do sistema
dificulta o estudo sistematico sobre interacoes de moléculas com a superficie. Soma-
se a isto o limitado espectro de técnicas experimentais para identificar os sitios de
interagao e mudancas conformacionais de moléculas na superficie de nanoparticulas
a nivel manométrico.

Neste trabalho, procurou-se utilizar as técnicas experimentais tais como o XPS
e ToF-SIMS para identificar a osteocalcina na superficie de fosfato de calcio e carac-
terizar possiveis regioes da interacao da molécula com a superficie. Para isto, foram
realizados trées grupos de experimentos de adsorcao da osteocalcina em substrato de
fosfato de célcio.

No primeiro grupo foi realizadas adsor¢oes da OC em silicio e em hidroxiapatita
constituida por nanoparticulas com tamanho médio de 50 nm a 100 nm e alto grau
de cristalinidade. A adsorcao em silicio foi realizada para servir como elemento
controle, sem a presenca do calcio.

Num segundo grupo de experimentos adsorvemos a OC foi adsorvida na su-
perficie de NPs das amostras HAp90, HAp5 e o OCP. Neste caso, procurou-se iden-
tificar diferencas no processo de adsor¢ao induzidas por variagoes na estrutura e

estequiometria da superficie do fosfato de cédlcio. Nos experimentos de adsorcao
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foram usadas a osteocalcina nativa (hOC) e a descarboxilada (hdOC).
Por fim, no ultimo grupo temos o estudo de como a razao Ca/P da superficie

pode afetar o processo de adsorcao da osteocalcina.

5.2.1 Interacao da Osteocalcina com ions Ca

Para investigar a inducao de mudancas conformacionais entre hOC e hdOC,
induzidas pela ligacao das mesmas com fons C'a?*, espectros de dicrofsmo circular,
CD, foram obtidos da proteina pura e depois da adicao de cdlcio na solugao. Na
Figura [5.25h,b temos o espectro das proteinas hdOC e hOC sem e com 5 mM de
Ca?*, respectivamente. A proteina hOC apresenta uma banda negativa em 205
nm que representa uma estrutura randoémica, no entanto, apds a adsorgao de célcio
héd uma mudanca em sua conformacao, com duas bandas negativas, uma em 208
nm e outra em 222 nm, correspondendo a uma estrutura do tipo a-hélice, como ja
relatado em [200]. Embora a hdOC apresente uma helicidade um pouco maior que a
hOC na auséncia de C'a?*, esta nao muda de forma com a presenga do célcio. Estes
resultados estao de acordo com outros estudos usando espectroscopia e cristalografia
de raios X feitos previamente com outras espécies de osteocalcina, como a bovina,
da galinha e do peixe [66}200-203].

Curvas de titulacdo por CD para a hOC foram feitas com adicao de Ca?* de
forma que sua concentragio variasse de 0 mM a 5 mM, Figura [5.26h. O méximo
de inducao de mudanca conformacional foi obtido para a concentracao de 3 mM
de Ca?*. Através da curva da diferenga de elipticidade molar em 222 nm entre a
medida da proteina com calcio e sem calcio em funcao da concentracao de Ca?*,
foi obtida o valor de K, = 0,33 +0,04 mM, Figura[5.26b. O ajuste foi feito usando
a curva OneSiteBind do programa OriginPro8, que é a mesma curva relatada no
Item 3.4.10, Equagao [3.20] O valor obtido de K, estd préximo do encontrado na

literatura, que varia de 0,8 mM a 3 mM dependendo da espécie [204].
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Figura 5.26: (a) Titulagdo de CD para a hOC; (b) mudanga na elipticidade molar

em 222 nm relativo & hOC sem Ca?* com variacao da concentracao de C'a®* de 0 to

5 mM em 20 mM Tris com 150 mM NaCl em pH 7.4 a 25 °C.

A eficiéncia da ligacao da osteocalcina com a HAp foi examinada ao colocar

quantidades

crescente de HAp (de 1 mg/mL a 4 mg/mL) em 40 uM de proteina.

O experimento foi feito na presenga e na auséncia de 3 mM Ca?* para avaliar se o

mesmo aumenta a absorcao da proteina pelo p6. Como mostrado na Figura [5.27h,
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HAp captou ~ 80 % de hOC com 1 mg de HAp na presenca de Ca** enquanto na
auséncia do célcio a captura foi de ~ 55 %. O mesmo comportamento foi observado
para a hdOC, no entanto a quantidade de proteina capturada foi menor em ambos
experimentos (com e sem Ca?* para 1 mg de HAp). Apesar da hdOC nao passar
para uma estrutura a-hélice na presenca de Ca?*, a afinidade da ligagdo com a
HAp cresceu significativamente na presenca dos fons célcio, o que claramente indica
que o calcio participa em alguma parte do processo de adsorcao e nao somente nas

mudancas conformacionais.
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Figura 5.27: (a) Porcentagem de proteina ligada a HAp e (b) isoterma de equilibrio
de adsorgao. O experimento foi realizado com hOC (verde) e hdOC (vermelhor)
ligado & HAp & 22 °C' na presenga (@) e na auséncia (@) de 3 mM de C'a?* em 20 mM
Tris com 150 mM NaCla, pH 7,4. Medida feita por Selvi Srinivasan, pesquisadora
da University of Washington em Seattle.

A cobertura da superficie (Qq.) € a afinidade da ligagdo (K) na presenca e na
auséncia de Ca?* foi medida usando o ajuste da isoterma de Langmuir, Figura[5.27p.
Como pode-se ver pela Tabela hOC tem maior cobertura de superficie (61,2
pumol/m?) na presenca de C'a?* e esta cobertura praticamente dobrou se comparado
com o valor na auséncia dos mesmos (37,0 umol/m?). Isso pode ter ocorrido pois na
presenca de C'a?* a hOC aumenta sua estrutura a-hélice e provavelmente a proteina

se liga mais facilmente a HAp quando tem esta conformacao. Este comportamento,
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no entanto, nao foi observado para o caso da hdOC, ou seja, a cobertura foi pratica-
mente a mesma em ambos os casos e isso provavelmente se deve ao fato da hdOC nao
alterar sua conformacao estrutural. Apesar disso, para a hdOC houve um aumento
maior na afinidade da ligacao na presenca do C'a?*, se comparada com a auséncia
dos ions. Este valor é comparavel com o valor encontrado para a hOC, que nao
varia com a adicao de C'a?*. Vale aqui ressaltar que a cobertura da superficie da
HAp foi aproximadamente igual para o caso da hOC e hdOC na auséncia de C'a?*,
mas a eficiéncia da ligagao é muito baixa para a hdOC. Podemos entao concluir que
o fon Ca em solucao tem efeitos diferentes no processo de adsorcao, aumentando a
quantidade de proteina hOC adsorvida e melhorando a interacao da hdOC com a

superficie.

Tabela 5.14: Cobertura de superficie e afinidade de ligagao da hOC e hdOC a 22 °C'
na presenca e na auséncia de 3 mM de C'a?* em 20 mM Tris com 150 mM NaCla, pH
7,4. Medida feita por Selvi Srinivasan, pesquisadora da University of Washington

em Seattle.

Protena Ca*" [mM]  Qumaz [107"mol/m?] K [10°/M]

hOC 0 3,70+0,38 4,87+1,98
hOC 3 6,12+0,57 3,54+1,06
hdOC 0 3,37+0,33 0,56+0,13
hdOC 3 4,28+0,10 3,45+0,32

5.2.2 Adsorcao da osteocalcina em silicio e HAp

A detecgao de hOC e hdOC na superficie do silicio e da HAp for realizada através
da medida do porcentual atomico de nitrogénio no espectro de XPS das amostras.
O espectro de XPS antes da adsorcao da proteina, Figura [5.28 apresenta os picos

caracteristicos do Si (amostra de silicio) e de Ca, P, O (amostra HAp). Apés a
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adsorcao da osteocalcina nativa e descarboxilada o espectro passa a apresentar um
pico extra do elemento nitrogénio confirmando a adsor¢ao da osteocalcina em ambos
os substratos.

As Tabelas e mostram a energia de ligacao dos picos de XPS de cada

elemento e a sua concentracao relativa nas amostras de Si e HAp, respectivamente.
Verifica-se que o processo de adsorcao da OC nao modifica a energia de ligagao dos
elementos presentes da superficie indicando que a proteina nao estabelece ligacao
covalente com a superficie. A presenga do pico de nitrogénio, a diminui¢do da
concentracao de Ca e P e o aumento da quantidade relativa de carbono na superficie,
apos a adsorcao da OC, comprovam a presenca das proteinas cobrindo parte da

superficie da HAp, Tabela |5.16
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Figura 5.28: Espectros de XPS a) apds a adsorgao de ambas as proteinas em subs-

trato de silicio e b) antes e ap6s a adsor¢ao na HAp.
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Tabela 5.15: Energia de ligacao de cada pico presente nas amostras de HAp e silicio.

Os erros se referem a divergéncia entre as triplicatas.

Amostras O 1s[eV] Ca2p[eV] P2pleV] ClsleV] Nls[eV] Si2p[eV]

HAp 530,5:0,2  346,7+0,1 132,7x0,2 284,6+0,2
HAp-hdOC  530,3:0,1  346,4+0,1 132,4+0,2 284,6+0,0 399,2:0,2
HAp-hOC  530,3+0,1 346,3+0,1 132,4+0,1 284,6+0,0 399,4+0,2

Si-hdOC  531,0+0,6 284,6+0,1 399,3:+0,6 97,620,1
Si-hOC  531,30,6 284,6+0,1 399,605 97,9+0,6

Tabela 5.16: Porcentagem de cada pico e a razdo Ca/P nas amostras de HAp e

silicio. Os erros se referem a divergéncia entre as triplicatas.

Amostras O 1s [%] Ca2p [%] P2p (%] Cl1s[%] N1s[% Si2p [%] Ca/P

HAp 59,8+0,9 21,0+0,5 12,8+0,5 6,3+0,5 1,64+0,01

HAp-hdOC 47,3+15 158+0,6 10,0:0,4 212429 5,0+04 1,58+0,09

HAp-hOC  42,2:4,0 13,2+1,9 83x1,1 29354 7,0£16 1,59+0,60
Si-hdOC  35,2+1,2 28,9+2,3 3,7+0,5  32,3+1,5
Si-hOC  37,1x15 24,5422 3,1+0,2  35,1+1,3

A Figura mostra que a concentragao atomica de nitrogénio na superficie do
silicio, apds a adsorgao da osteocalcina nativa (hOC) e da osteocalcina descarboxi-
lada (hdOC) nao apresentou diferenga dentro da incerteza da medida de XPS (3-4
%). Este resultado indica que a concentragao da proteina adsorvida na superficie
do silicio independe da proteina estar ou nao descarboxilada. Efeito diferente foi
observado na adsorcao da hOC e da hdOC na superficie da HAp. Neste caso, a
concentracao de nitrogénio adsorvida pela HAp foi maior que no Si. Este resultado
pode ser explicado pela afinidade quimica de aminoacidos presentes na osteocalcina
com o calcio da HAp.

Além disto, observa-se que a proteina nativa (ndo descarboxilada) apresenta
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maior adsor¢ao na HAp (~5 % atomica de N para hdOC e ~7 % atomica de N para
hOC) o que pode ser atribuido ao fato da hdOC nao possuir os aminoacidos Gla que
se ligam preferencialmente ao calcio da HAp. A superficie da HAp adsorvida com
a hOC apresenta menor concentragao de Ca e P e maior concentragao de C (ver
Tabela . Este resultado reforca a conclusao anterior que a hOC possui mais
afinidade com a HAp que a hdOC. O resultado do XPS nao esta de acordo com o
resultado da andlise usando a isoterma de Langmuir, em que a absor¢cao de ambas
proteinas foi praticamente a mesma na presenca somente de HAp. Esse aparente
desencontro pode ser explicado pelo fato de o XPS ser uma medida em relacao a
proteina que realmente esta ligada a superficie, enquanto a analise anterior foi feita
usando o sobrenadante da adsorcao. Além disso, para a medida de XPS o p6 de HAp
foi lavado 5 vezes, o que remove as proteinas que estao somente presas nos poros
do material e nao realmente ligada e como pode-se ver na Tabela [5.14] a afinidade
da adsorcao da hdOC é muito menor que para a hOC, fazendo com que esta seja

removida mais facilmente no processo de lavagem.
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Si-hdOC  Si-hOC  HAp-hdOC  HAp-hOC

Figura 5.29: % atomica de N no espectro de XPS para a hOC e hdOC adsorvidas

em silicio e em HAp.
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Analise por ToF-SIMS

Os gréficos de score e loading foram gerados pela técnica de PCA apds a cali-
bragao, selecao dos picos de interesse, normalizagao pela soma dos picos selecionados
e suas centralizacoes. A Figura mostra o resultado da andlise multivariacional

para o primeiro componente que capturou 91 % da variancia total dos dados de

adsorcao de hOC e hdOC na HAp e no Si.

a b
) I . . . ' ) 08 e
] T ) j
o e, o S = 06 1
£ 0044 & of 1 >
3 ; . = 0.4- -
T 0.02 e - =
g ) [PTOT g 0.2 '
S 0.00 & | £
= [=3
£ 1 £ 0.0 i, M L
8 0021 "o sindoc \ S
Z .004] | x Si-hOC i = 0.2 -
E 1| + HAp-hOC £ 04 Gly
a '0'06'. #* HAp-hdOC st il ﬁ T Arg ]
-0'08 T T LJ L} I% T : 3 L) ¥ L} F:ro T L L) . T b L]
0 10 20 30 40 50 20 40 60 80 100 120 140
Sample Number miz

Figura 5.30: Graficos score (a) e loading (b) para PC1 das proteinas hOC e hdOC

adsorvidas em Si e em HAp.

Os gréficos da Figura mostram que o score separa claramente a adsorcao
nos dois substratos: o silicio na parte positiva e a hidroxiapatita na parte negativa
do grafico. Além da separacao entre as duas superficies, o score mostra que os dados
nao distinguem aminoacidos das proteinas hOC e hdOC adsorvidas na superficie do
silicio. Para a HAp verifica-se que fragmentos da hOC se separam daqueles formados
pela hdOC. J4 o gréfico loading, Figura [5.3Ip, mostra que na adsor¢ao da OC no
silicio (parte positiva do grafico score) a Cys é o aminodcido detectado com maior
intensidade e, portanto, mais relevante para esse sistema.

Uma nova andlise foi feita usando somente os dados de adsorcao da hOC e

hdOC na HAp com o intuito de explicar a diferenca verificada no grafico score da
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Figura [5.30k. O principal componente 1 do score da Figura capturou 85 %
da variancia total dos dados evidenciando a separacao entre a adsorcao das duas
proteinas (hdOC na parte positiva e hOC na parte negativa). Os aminodcidos
presentes nas partes positivas (Gly, Arg e Pro) e negativas (GIn/Glu, Ile/Leu, His,
Phe, Trp e Tyr) ndo sao os mesmos, o que sugere diferentes orientagdes das duas

proteinas na superficie da HAp.
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Figura 5.31: Graficos score (a) e loading (b) para PC1 das proteinas hOC e hdOC
adsorvidas em HAp.

Segundo a estrutura da osteocalcina, Figura[3.10] os aminodcidos Asn, com mas-
sas dos fragmentos iguais a (70, 87, 88 e 98) u, His, massas dos fragmentos iguais a
(81, 82 e 110) u e Phe cujas massas dos fragmentos sao (120 e 131) u estao presentes
somente nas a-hélices al, a2 e a3, respectivamente. Portanto, as intensidades dos
picos destes aminoacidos podem indicar quais as a-hélices da proteina estao mais
expostas na superficie do material.

As Figuras[5.32h-b mostram as razdes de intensidade Asn(al)/His(a2), Asn(al)/Phe(a3)
e His(a2)/ Phe(a3) nas adsorgoes da hOC e hdOC na HAp e no silicio, respecti-
vamente. No silicio, as razoes de intensidade entre os fragmentos Asn(al)/His(a2),

Asn(al)/Phe(a3) e His(a2)/Phe(a3) sao similares na hdOC e na hOC indicando
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que a descarboxilizacao nao afeta a conformacao da proteina na superficie do silicio.
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Figura 5.32: Razao entre os picos das regides de a-hélices al/a2, al/a3 e a2/a3
para adsor¢ao em a) HAp e em b) Si e em ¢) a razdo do aminoacido Cys/(soma dos

aminodcidos) normalizados.

Comparando-se as razoes entre as intensidades dos aminodcidos para a hOC
adsorvida na superficie da HAp e na superficie do silicio pode-se verificar que
Asn(al)/His(a2) passa de 0,85 para 0,76, Asn(al)/Phe(a3) passa de 1,70 para
2,44 e His(a2)/ Phe(a3) de 1,98 para 3.21. Estes resultados indicam que as ex-
posicoes das hélices al, a2 e a3 da hOC ocorrem na sequéncia a2>al>a3 para as
duas superficies (HAp e Si).

No caso da hdOC verifica-se que Asn(al)/His(a2) passa de 1,06 para 0,76,
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Asn(al)/Phe(a3) passa de 2,19 para 2,30 e His(a2)/Phe(a3) de 2,06 para 3,03.
Estes resultados indicam que as exposicoes das hélices al, a2 e a3 da hdOC ocor-
rem na sequéncia a2>al>a3 para o Si e a2 ~» al>a3 para a HAp.

Conforme descrigao no Item 3.2.1 o aminoacido Cys localiza-se na regiao central
e interior da OC. Este aminoécido foi o mais relevante no loading da adsorcao das
OCs no substrato de silicio (Figura [5.30p). O mesmo nao ocorreu com a HAp. Por
outro lado, os valores da razao normalizada entre as intensidade da Cys e os demais
aminodcidos da OC (hOC e hdOC) no Si e na HAp foram de 1,00/0,81 e 0,05/0,02,
respectivamente, Figura [5.32k. O baixo valor da razdo para a HAp sugere que a
adsorcao de ambas OCs mantém a cisteina protegida pelos demais aminoacidos nao
havendo alteracao da estrutura da proteina. Por outro lado, o alto valor da razao
no Si indica que a cisteina encontra-se exposta na superficie com sua estrutura
tridimensional provavelmente modificada.

Podemos concluir entao que ambas as osteocalcinas preferem se ligar a substratos
que contém calcio em sua estrutura, sendo que, neste caso, a hOC, por ter maior
afinidade com o Ca, adsorve mais que a hdOC. Além de preferirem superficies com
Ca, as proteinas nao perdem sua conformacao apds a adsor¢ao, o que ocorre para o

substrato de Si, com as cisteinas das proteinas expostas.

5.2.3 Adsorcao em HAp90, HAp5 e OCP

Analise por XPS

Os espectro de XPS das amostras HAp90, HAp5 e OCP apresentam as mesmas

energias de ligacao para os elementos Ca, P, O e C conforme é mostrado na Figura

(.33 e Tabela (.17
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Figura 5.33: % atomica de nitrogénio dividido pela drea superficial das amostras

para a hOC e a hdOC adsorvidas na HAp90 (cristalina), HAp5 (menos cristalina) e

OCP.

As energias de ligagao dos elementos nao sofrem modificagoes apés a adsorcao da

OC. Tal como foi observado na adsorcao da amostra HAp, este fato reforca a hipdtese

que a adsor¢ao da OC nao se da por ligacao covalente nos fosfatos de célcio, mesmo

com modificaces na estequiometria e estrutura. A energia de ligacao do nitrogénio

da hdOC e hOC adsorvidas na HAp5 é ligeiramente menor que na HAp90 e OCP

indicando que a cristalinidade da superficie da hidroxiapatita pode ser um elemento

importante na interagao da proteina descarboxilada com a superficie.
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Tabela 5.17: Energia de ligagao de cada pico presente nas amostras de HAp5, HAp90

e OCP. Os erros se referem a divergéncia entre as triplicatas.

Amostras O1ls[eV] Ca2peV] P2pleV] ClsleV] NlsleV]

HAp5 530,4+0,1  346,60,1 132,620,1 284,6:0,0
HAp5-hdOC  530,1£0,6 346,120,6 132,1+0,6 284,6+0,1 399,1+0,6
HAp5-hOC 530,105 346,1+0,5 132,1+0,5 284,6 +0,1 399,1+0,5

HAp90 530,7+0,2  346,840,1 132,7+0,1 284,6:0,1
HAp90-hdOC  530,6+0,1  346,6+0,1 132,6+0,1 284,6+0,1 399,6=0,1
HAp90-hOC  530,6+0,1  346,6+0,1 132,6+0,1 284,6 +0,1 399,6:0,1

OCP 530,6+0,1 346,840,0 132,9+0,1 284,6+0,0
OCP-hdOC  530,6+0,1  346,6+0,1 132,6+0,1 284,6+0,0 399,6=0,1
OCP-hOC  530,6+0,1 346,6+0,1 132,6+0,1 284,6+0,1 399,6+0,1

Apesar dessa diferenca, a concentracao de nitrogénio nas superficies da HApb
e HAp90 adsorvida com a hOC e hdOC sao iguais mostrando que a cristalinidade
nao afeta a eficiéencia da adsorgao e que a descarboxilizacao da proteina nao altera o
processo de adsorcao. Esta conclusao nao é valida para a superficie do OCP. Neste
caso, a adsorc¢ao ocorreu prioritariamente na superficie adsorvida com a hdOC. Em
todos os casos houve uma diminui¢ao da quantidade de Ca e P depois da adsor¢ao
de hOC e hdOC, o que indica que a proteina se encontra na superficie das amostras,
encobrindo-as. Além disso, a quantidade de C é maior, indicando também a presenca

de proteina, ja que a mesma contém grande quantidade de carbono em sua estrutura,

Tabela [5.18l
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Tabela 5.18: Porcentagem de cada pico e a razdo Ca/P nas amostras de HAp5,

HAp90 e OCP. Os erros se referem a divergéncia entre as triplicatas.

Amostras O(1s)% Ca(2p)% P 2p)% C(1s)% N (1s) % Ca/P
HADS 468409  24.7+03 194406  9.2+0.5 1,27+0,06
HAp5-hdOC  46,2+1,2 13,2+0,6 8,6+0,5 24,0+1,7 5,2+0,3  1,55+0,10
HAp5-hOC  47,4+1,7  13,520,7  8,7+0,5 22,7222  5440,6 1,5540,11
HAD90 48.6+0,6 238401 18,303  9,3+0,2 1,30+0,01
HAp90-hdOC  47,241,7 14,2407  9,3+0,5 21,6422  4,7:0,3 1,5540,10
HAp5-hOC 474421  15540,8  9.940,5 22,5+342 4.8+0,3 1,56+0,10
OCP 48,7£0,1  242:0,1  21,020,3  6,2+0,3 1,15£0,01
OCP-hdOC 48,0+1,2 14,9+0,5 10,7£0,2  21,5+1,2 4,9+0,5  1,40+0,05
OCP-hOC 49,2+0,8  15,6+0,3  11,0+0,3  20,0+0,6  4,2+0,2 1,43+0,05

Analise por ToF-SIMS

Tal como verificado para a amostra HAp, Figura [5.31h, o score das amostras
HAp90, HAp5, e OCP, Figura , também mostrou a separagao da hOC (parte
negativa do gréfico) e da hdOC (parte positiva do gréfico) para o principal compo-
nente PC1 (captura de 68 % da variancia total dos dados). Este resultado sugere
que mudancas na estrutura quimica da proteina, tal como a descarboxilizagao, tem
influéncia na adsorgao da proteina adsorvida na superficie. Foram realizadas medi-
das em 10 componentes principais e em nenhum deles houve separacao dos dados
relativos as amostras HApb5 e HAp90, indicando que pela técnica de ToF-SIMS as
duas superficies sao equivalentes frente a adsorcao de cada uma das proteinas. No-
vamente o grafico loading, Figura[5.34b, nao nos forneceu maiores informagoes sobre

o motivo dessa separacao ocorrer.
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Figura 5.34: Grafico do score (a) e do loading (b) para PC1 da adsor¢ao das hdOC
e hOC adsorvidas na HAp90, HAp5 e OCP. PC1 capturou 68 % da variancia total
dos dados.

Analisando a distribuigao dos dados ToF-SIMS da hOC e da hdOC adsorvidas
nas amostras HAp90 e OCP no grafico PC1xPC2, Figurab.35h, a hOC localiza-se
no lado negativo e a hdOC no lado positivo do PC1 (capturando 93 % da variancia).
Em relacao ao eixo PC2 (capturando 5 % da variancia), os dados referentes a amos-
tra OCP distribuem-se no lado positivo e os da HAp90 majoritariamente no lado
negativo. Como os dois fosfatos tém composi¢oes quimicas diferentes, conclui-se
que a natureza do fosfato de calcio modifica a caracteristica da adsorcao da cada
proteina.

O grafico loading que identifica os fragmentos de aminodcidos responsaveis pela
separacao observada no grafico score, nao traz informagoes relevantes que possam

caracterizar provaveis regioes das proteinas que estao ligadas a superficie, Figuras

5.35b-c.
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Figura 5.35: Grafico de PC1 x PC2 (a), PCI loading (b) e PC2 loading (c) da

adsorc¢ao de hOC e hdOC em amostras cristalinas de hidroxiapatita (HAp90) e OCP.

PC1 e PC2 capturam 93 % e 5 % da variancia total dos dados, respectivamente.

A intensidade dos fragmentos dos aminodcidos Asn (massas dos fragmentos 70

u, 87 u e 88 u), His (massas dos fragmentos 81 u, 82 u e 110 u) e Phe (massas dos

fragmentos 120 u e 131 u) foram usados para o calculo das razoes entre as a-hélices

al, a2 e a3, respectivamente. As Figuras 5.28a-c mostram as razoes de intensidade
Asn(al)/His(a2), Asn(al)/Phe(a3) e His(a2)/Phe(a3) nas adsorgdes da hOC e
hdOC na HAp5, HAp90 e no OCP, respectivamente.




5.2 Adsorcao de osteocalcina em fosfatos de calcio e silicio 140

I HAp90-dhoC
»U 9 Il HAp90-hOC

4,5 (W HAP5-dhOC
[ HAPS-hOC

c) 2,4 @R ocP-anoc
2,2 ] B ocP-hoc

2,04

1,84
1,64
1,4
1,24
1,0
0,8
0,64
0,4
0,2
0,0

LoD _03) Lo®
s - vel® el
-V ~afV® .a2®
pen™ peni st

Figura 5.36: Razao entre os picos das regioes de a-hélices al/a2, al/a3d e a2/a3

para adsor¢ao em a) HAp5, em b) HAp90 e em ¢) OCP.

Na HAp5, as razoes de intensidade entre os fragmentos His(a2)/Phe(a3) sao
similares na hdOC e na hOC, sendo a2/a3=1,65. No entanto, Asn(al)/His(a2)
passa de 0,62 para 1,72 e Asn(al)/Phe(a3) passa de 1,01 para 2,86 ao comparar
hOC com hdOC, Figura 5.28a. Os grandes desvios nos dados experimentais das
medidas de Asn(al)/His(a2) e Asn(al)/Phe(a3) dificultam a interpretagao sobre
possiveis orientacoes das proteinas na superficie.

Comparando a razao entre fragmentos da hOC e hdOC adsorvidas na superficie
da HAp90 conforme Figura 5.28b verifica-se: Asn(al)/His(a2) passa de 1,05 para
1,20, Asn(al)/Phe(a3) passa de 1,89 para 1,82 e His(a2)/ Phe(a3) de 1,80 para
1,52. Para a adsor¢ao em OCP, Figura 5.28¢c temos: Asn(al)/His(a2) passa de 1,51
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para 1,30, Asn(al)/Phe(a3) passa de 2,13 para 1,64 ¢ His(a2)/Phe(a3) de 1,42 para
1,26.

Esses resultados indicam que i) as exposigoes das hélices al, a2 e a3 da hOC
ocorrem na sequéncia a2>al » a3 para a HAp90, ii) a sequéncia al>a2>a3 é ob-
servada na adsor¢do da hdOC nas superficies de HAp90 e OCP, iii) a sequéncia
al>a2>a3 também é verificada para a hOC na superficie do OCP. Destes resultados
se conclui que as duas proteina possuem orientacao diferentes apds a adsorcao na
HAp90 mas similares no OCP. Destes resultados se conclui que as duas proteinas
possuem orientacoes diferentes apds a adsor¢cao na HAp90 mas similares no OCP. Ou
seja, apesar de superficie da HAp90 adsorver quantidades iguais das duas proteinas,
elas se orientam de forma diferente nesta superficie, o que nao ocorre na OCP. Nesta
superficie, elas se orientam da mesma maneira, mas adsorvem quantidades diferen-
tes, mostrando mais uma vez que a composicao do substrato afeta de forma diferente
a adsorcao de hOC e hdOC. Isso no entanto, nao é verdade para a HAp5 e HAp90,

em que a cristalinidade nao afeta a adsorcao.

5.2.4 Adsorcao em HAp90 e HAp

A amostra HAp adsorvida com hOC apresentou maior concentracao relativa de
nitrogénio que a amostra HAp90, que por sua vez teve a mesma concentracao de
nitrogénio que as duas amostras adsorvidas com hdOC, como mostra os resultados de
XPS da Figura[5.37, Como a hOC tem maior afinidade com os Ca da HA, este fato
pode ser explicado pela HAp apresentar mais calcio em sua superficie (Ca/P=1,64)

se comparada com a HAp90 (Ca/P=1,30).
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Figura 5.37: % atomica de N para hOC e hdOC adsorvidas em HAp90 e HAp.

As analises de ToF-SIMS, Figura [5.38] mostram que a separacao entre hOC
(parte negativa) e hdOC (parte positiva) do score PC2 que captura 5 % da variancia
total dos dados continua existindo, mas a separagao entre HAp90 e HAp sé existe
para a osteocalcina humana, o que vai de acordo com os dados de XPS que mostra-
ram uma maior adsorcao para a hOC em HAp.

Como as duas amostras apresentaram valores préximos de area superficial, ta-
manho e volume de poro, variando somente a razao Ca/P da superficie, podemos
concluir entao que a maior quantidade de céalcio na superficie s é relevante para a
proteina que apresenta o aminoacido Gla em sua estrutura, hOC, uma vez que este
se liga preferencialmente ao Ca. Para uma superficie deficiente em Ca, a presenca
destes aminoacidos nao é sentida quanto a quantidade de proteina adsorvida e ao

processo de adsorcao.
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Figura 5.38: Grafico de PC1 x PC2 (a), PC1 loading (b) e PC2 loading (c) para a
adsorcao de hOC e hdOC em HAp e em HAp90.

5.3 Adsorcao de insulina na hidroxiapatita pura
e substituida com zinco e estroncio

A adsorcao da insulina na superficie da HAp90, ZnHA e SrHA foi realizada
utilizando-se solugoes aquosas contendo concentragoes de insulina entre 0,01 mg/mL
e 1,20 mg/mL e tempo de adsor¢ao de 3 horas. Este é o tempo necessério para que a

adsorgao atingisse a saturacao para todas as concentragoes da proteina (experimento
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realizado anteriormente para determinacao do melhor pH, tempo de adsorcao e da
melhor solu¢ao tampao). O processo de adsorcao foi caracterizado pelas técnicas de

FTIR, XRD, XPS, Potencial Zeta e CD.

5.3.1 Composicao e Estequiometria da Superficie

Apébs os experimentos de adsorcao da insulina, as amostras HAp90, ZnHA e
SrHA foram analisadas por difragao de raios X em incidéncia rasante para investigar
possiveis modificagoes na estrutura das nanoparticulas devido os efeitos de dissolucao
e coprecipitacao quando tratadas na solucao tampao contendo a proteina. Verificou-
se que o tratamento em tampao contendo a insulina nao modifica a cristalinidade e
os parametros de rede da célula unitaria das amostras, mantendo o material com a
mesma fase do material antes do tratamento com proteina, Figura [5.39%-b e Tabela
.19 Este resultado indica que o processo de adsorgao nao induz efeitos detectéveis
de dissolucao das NPs e coprecipitagao de outros fosfatos de calcio na superficie das

NPs.

Tabela 5.19: Parametros de rede e tamanho de cristalito para as amostras com e

sem insulina.

Amostras ¢ [nm] a=b [nm] Tamanho cristalito [nm]
HAD9O 0,689 0,944 42
HAp90 1,0 mg/mL 0,600 0,944 43
ZnHA 0,687 0,944 36
ZnHA 1,0 mg/mL 0,687 0,944 36
SrHA 0,600 0,945 41

SrHA 1,0 mg/mL 0,690 0,945 40
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Figura 5.39: Difratogramas de Raios X da StHA, HAp90 e ZnHA antes e apos a
adsor¢ao 1,0 mg/mL de insulina: a) regiao 10°<f<55° e b) regiao 29°<f<37°.

Medidas de FTIR foram realizadas nos pés de HAp90, ZnHA e StHA, antes e apds
a adsorcao da proteina nas concentracoes de 0,5 mg/mL e 1,2 mg/mL. As amostras
foram analisadas em pastilhas de KBr que foram preparadas com alta concentragao
dos fosfatos de forma a aumentar as intensidade das bandas vibracionais da amida

I e IT da insulina.

As Figuras [5.40kh-c apresentam os espectros de FTIR da HAp90, SrHA e da
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ZnHA antes e apds a adsor¢ao da insulina.

a) -~ b)
——HAp90 Co, —SrHA -

—_ ——HAp90 0,5 mg/mL Amida Il 872 — ——©SrHA 0,5 mg/mL Amida Il 3
E —HAp90 1.2 mg/mL 1537 / < —SrHA 1.2 mg/mL 4537 880
2, = . ; =
b _g
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Figura 5.40: Espectro de FTIR das amostras a) HAp90, b) StHA e ¢) ZnHA mos-
trando as bandas da hidroxiapatita e da proteina, com o zoom de cada espectro

mostrando as bandas de amida I e I da proteina.

Em todas as amostras identifica-se bandas associadas & OH~ em (3568-3572)
em™, a0 COZ™ em (1470-1420) e (880-864) em™ e PO$ em (1095-960) e (603-470)
em~t. O tratamento das amostras em solu¢ao tampao contendo insulina nao altera
as posicoes das bandas vibracionais do fosfato. Este resultado reforca o resultado
das andlises de XRD no qual se verificou que o processo de adsor¢ao nao induz efeitos

detectaveis de dissolucao das NPs e coprecipitacao de outros fosfatos de célcio na
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superficie das NPs.

As bandas da amida I e amida II sdo identificadas em 1658 em~! e 1537 em™,
respectivamente, para HAp90, STHA e ZnHA. Estes valores nao apontam para mu-
dancas na frequéncia vibracional do radical com a substituicao do Ca pelo Sr ou Zn
na superficie da HA, mostrando que a adsorcao nao é sensivel a estas substituigoes.

A técnica de XPS foi usada para investigar o processo de adsorcao da insu-
lina, pois ela permite determinar a quantidade relativa dos elementos presentes na
superficie dos materiais, antes e apés a adsor¢ao da proteina. A variagao da con-
centracao da proteina na superficie durante o processo de adsor¢ao foi determinado
a partir da medida da porcentagem atomica do nitrogénio em relagao aos demais
elementos presentes na superficie dos fosfatos de célcio (HAp90, ZnHA e SrHA).

O espectro de XPS da HAp90, Figura [5.41] antes da adsorcao da insulina é
constituido por picos referentes ao célcio (Ca 2p em 346,8 eV), fésforo (P 2p em
132,7 eV) e oxigénio (O 1s em 530,7 V) da HA além de impurezas de carbono
existente na superficie devido a substitui¢do do PO3™ pelo CO3 (O 1s em 530,7
eV) e de carbono organico (284,6 eV). O pico de nitrogénio aparece com energia de
399,7 eV para as amostras com insulina adsorvida, Tabela [5.20

As composicoes elementares relativas de N e C aumentam e a de Ca e P diminuem
com o aumento da concentracao de insulina na solugao usada nos experimentos de
adsorcao, como mostra a Tabela . Isto indica que: i) a proteina se liga a
superficie da HAp90 e que ii) a quantidade de proteina adsorvida na superficie da
HAp90 aumenta com a concentragao inicial de insulina na solugao. O aumento
da concentracao de N e C é esperado ja que a proteina é composta por carbono,
nitrogénio e oxigénio. A diminui¢ao da concentracao de calcio e do fésforo se deve

ao fato da superficie estar sendo recoberta pela proteina.
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Figura 5.41: Espectro de XPS da amostra de HAp90, antes e depois da adsorcao da

insulina em solugoes com diferentes concentragoes da proteina.

Tabela 5.20: Energia de ligacao de cada pico presentes nas amostras de HAp90 com

e sem insulina. Os erros se referem a divergéncia entre as triplicatas.

HApP9O
Concentracio 4 vl Ca2peV] P2pleV] ClsleV] N Is [oV]
[mg/mL]
0,00 530,740,2  346,8+0,1 132,7+0,1 284.620,1
0,01 530,540,1 346,6:0,0 132,7:02 284,60,2 399,6£0,4
0,05 530,4+0,1 346,6+0,1 132,7+0,1 284,6+0,1 399,6+0,2
0,10 530,540,0 346,7+0,0 132,6+0,1 284.6+0,1 399.5+0,3
0,30 530,5+0,0 346,6+0,1 132,8+0,1 284.6+0,1 399,5+0,1
0,50 530,56+0,1  346,6+0,1 132,5+0,1 284,6+0,1 399,5+0,1
0,80 530,5+0,1 346,5+0,1 132,6+0,1 284,6+0,0 399,6+0,1
1,00 530,540,1 346,540,1 132,4+0,1 284.6£0,0 399.4+0.1
1,20 530,6+0,1  346,6+0,1 132,6+0,1 284,6+0,0 399,6+0,0
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Tabela 5.21: Porcentagem de cada pico presentes nas amostras de HAp90 com e

sem insulina. Os erros se referem a divergéncia entre as triplicatas.

HApP90
Concentragao
O1s[% Ca2p[%] P2p[% C1l1s[% N 1s[%]
[mg/mLj

0,00 48,6+0,6  23,8+0,1 18,3+0,3 9,3+0,2
0,01 548+12 19,8408 12.8:0,3 123409 0,4+0,1
0,05 51,6£0,6 20,4+0,4 13,6+0,5 13,4+0,3 1,0+0,2
0,10 50,4+0,3  20,2+0,2 13,6+0,4 14,1+£0,9 1,7+0,1
0,30 49,6+0,4 18,8+0,1 12,6+0,2 16,4+0,3 2,6+0,0
0,50 46,6£0,3 18,5£0,1 12,6£0,3 18,4203 3,9+0,1
0,80 46,104 17,5£0,4 11,8+0,0 20,4+0,7 4,1+0,1
1,00 44.9+0,6  17,0£0,1 11,8402 21,3+04 5,140,2
1,20 443405 16,7¢04 11,2403 227408 5,003
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A andlise dos espectros de alta resolucao de XPS nas regioes do Ca, P, O e
C mostra ligacoes do ion O de 528,5 eV, referente a formagao de éxidos, 530,6
eV associada a ligacao simples O-P e 532,4 eV referente a hidroxila ou agua na
superficie. A ligacao P-O estd associada ao pico na energia de 132,7 eV. O pico do
célcio é composto majoritariamente pela energia em 346,8 eV devido a ligagao Ca-O.
O pico do nitrogénio é composto pela energia em 399,7 eV atribuida a grupos aminas
e a energia de 397,2 eV, somente para as duas tltimas concentracoes, provavelmente
a nitretos (PON), [205-208|. As energias de ligacao do Ca, P e N nao apresentaram
variagoes em amostras com diferentes concentragoes de insulina, Figural|b.42|e Tabela
[5.22] logo, pode-se concluir que a proteina estabelece fraca ligagdo com a superficie,
provavelmente de origem coulombiana.

O pico do carbono foi decomposto em energias atribuidas a i) carbono de origem
organica em 284,6 eV, ii) ligagdo C-O em 286,1 eV e a iii) radicais COOH da insulina
em 288,7 eV. Esta ultima ligacao desloca-se 1 eV para baixas energias com o aumento
da concentracao de insulina na superficie, Tabela Isto pode ser atribuido a
interagao de origem eletrostatica de fons C'a®* da superficie com sitios carboxilicos da
insulina. Interagoes Ca-COOH foram identificadas por R. Bhowmik et al e H. Zhou
et al em estudos da adsorcao da albumina e da proteina BMP na hidroxiapatita,
[101,209]. Um pico de baixa energia, 281,0 eV, foi observado para as amostras com
adsorcao de 0,01 mg/mL e 0,05 mg/mL de insulina, no entanto uma explicagao

ainda nao foi encontrada para este pico.
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Figura 5.42: Espectros de XPS mostrando as energias de ligagao para diferentes
componentes dos elementos a) C 1s, b) O 1s, ¢) Ca 2p, d) P 2p e e) N 1s. Amostra

HAp90 apds a adsorgao com 1,2 mg/mL de insulina.
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Tabela 5.22: Energia de ligacao (B.E.) e contribuigao percentual (%) das areas dos
picos de O, P, Ca, C e N em amostras de HAp90, apds adsorcao em soluccoes
contendo diferentes concentragoes de insulina. Os erros se referem a divergéncia

entre as triplicatas.

HApP9O
Elemento B.E. Concentracao[mg/mL]
e% | 0,00 001 005 0,10 030 050 08 1,00 1,20
B.E. | 528,5 528,5 5282 5283 5285 5283 5285 5284 5285
[eV] | £0,1 0,2 0,1 0,2 0,1 0,1 x0,1 +0,1 0,1
o . 1,6+ 152+ 58+ 39+ 20+ 23+ 16+ 32+ 15+
(19 01 51 20 08 07 07 02 14 04
B.E. | 530,6 530,6 530,5 530,5 530,6 530,5 530,6 530,4 530,6
[eV] | £0,1 0,0 +0,1 +0,1 0,0 0,1 +0,0 0,1 +0,0
% 85,2+ 69,4+ 787+ T7,6+ 77,5+ 82,7+ 82,7+ 70,7+ 82,6+
04 50 47 37 03 49 04 54 16
B.E. | 5324 532,1 532,1 531,8 531,9 531,99 532,1 531,3 532,1
eV] | £0,1 +0,1 0,3 0,3 0,0 0,3 £0,0 0,3 0,1
% 13,3+ 153+ 15,6+ 18,6+ 20,5+ 15,0+ 159+ 26,1+ 16,0+
0,5 0,9 4,0 4.4 2,0 5,1 0,1 5,1 2,1
B.E. | 344,7 344,7 344,5 344,5 344,7 344,5 344,6 3444 34477
Ca [eV] | £0,1 0,0 +0,1 +0,0 0,1 0,1 +0,0 0,1 0,1
) g | 20 265 326 30+ 25 27+ 28+ 32+ 20+
00 06 05 06 02 04 01 01 02
B.E. | 346,8 346,8 346,7 346,6 346,7 346,6 346,7 346,5 346,7
[eV] | £0,1 +0,0 +0,1 +0,0 0,0 0,0 0,0 0,1 +0,0

Continua na prozima pagina
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Tabela 5.22 — Continuacao da pagina anterior

HApP9O
B.E. Concentragao[mg/mL]
Elemento
e% | 000 001 005 010 030 050 080 1,00 120
% 97,5+ 97,4+ 96,8+ 97,0+ 97,6+ 97,3+ 973+ 96,8+ 972+
00 06 05 06 02 04 01 01 02
B.E. 281,1 281,0
[eV] 0,2 20,2
. 152 69
. +3,0 =04
(19 B.E. | 2846 2846 284,6 284,6 284,6 284,6 2846 2846 2846
[eV] | £0,1 0,0 0,0 0,1 0,0 0,1 x0,1 +0,2 0,1
% 75,7+ 64,1+ 71,5+ 74,6+ 57,6+ 60,8+ 483+ 659+ 56,1+
53 88 52 05 42 56 97 87 69
B.E. | 286,1 286,2 286,2 286,6 2859 2859 2859 2859 286,0
[eV] | £0,3 04 +0,1 x09 0,1 0,1 0,2 £0,2 0,2
g | 1285 095 53 40s 24,7+ 16,2+ 312+ 10,5& 22,9+
52 58 17 1,1 30 96 93 80 64
B.E. | 288,7 288,2 287,9 287,1 2879 287,77 2879 287,6 2878
[eV] | £0,1 0,2 0,1 +1,0 0,0 0,2 0,0 0,1 0,1
g | 110+ 138+ 186+ 204 178+ 230+ 207+ BT 2Ll
01 52 24 09 12 42 05 28 05
p B.E. | 132,7 132;7 1325 132,65 1325 1324 1325 1323 1326
2p) [eV] | £0,1 0,1 0,1 +0,1 0,0 0,1 +0,0 0,1 0,1
% 100 100 100 100 100 100 100 100 100

Continua na proxima pdgina
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Tabela 5.22 — Continuacao da pagina anterior

HAp90
B.E. Concentragao[mg/mL]
Elemento
e% | 000 001 005 010 030 050 080 1,00 1,20
B.E. 399,7 399,6 399,5 399,6 399,5 399,7 3994 399,7
N [eV] +0,1 +0,1 0,1 0,0 +0,0 0,0 +0,1 0,1
98,8+ 97,5+
(1s) % 100 100 100 100 100 100
21 07
B.E. 397,2 3977
[eV] 0,0 £0,1
1,2+ 25+
%
0,2 0,7

Os espectros de XPS da SrHA e ZnHA apds a adsorcao em solugoes contendo
diferentes concentragoes da insulina, Figuras e [5.44] apresentam picos dos ele-
mentos Ca, Sr, O, P, C e N e Ca, Zn, O, P, C e N, respectivamente. Nas duas
amostras a intensidade do pico do N aumenta com a concentragao da insulina em
solucao e os picos de Ca e P diminuem, indicando que a quantidade de proteina na
superficie da STHA e ZnHA aumenta com o aumento da concentracao da proteina
em solugao, Tabelas e[5.24] Dentro da incerteza da medida de XPS (0,5 eV) as
energias dos picos de Ca, P, O e Sr (StHA) e Ca, P, O e Zn (ZnHA) néo se modificam
com a ligagao da insulina na superficie da amostra, sendo as mesmas encontradas
para a amostra sem substituicdo, HAp90, Tabelas e 526 As Figuras [5.45 e
[5.46) mostram que a deconvolugao das amostras de STHA e ZnHA, respectivamente,
é igual a da amostra HAp90. Os picos referentes a ligacao Sr-O (268,5 eV) e Zn-
O (1021,9 eV) continuam existindo e também nao sofreram deslocamentos depois

da adsorcao da insulina. Tal como foi observado na amostra HAp90, a energia do
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carbono associadas ao radical COOH (288,7 eV) diminui por até 1,0 eV quando a
adsor¢ao é realizada na STHA e ZnHA em solugao contendo 1,2 mg/mL de insulina,
Tabela e Este efeito reforga a hipdtese da ligacao preferencial da insulina

com a superficie através de sitios de carboxilas e nao ser alterada com a presenca

dos metais.
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e —0,80 mg/mL
E —— 1,00 mg/mL
80000 '
BiE(aY) w & ——1,20 mg/mL
[72] N € 8 na
2 60000+ 8; &80
O% o a

v

40000 A 2

Ty Y :

Rl A A

20000 ey Y A

e VN L :

0 -
I i 1 L I ¥ ) 1 1
1200 1000 800 600 400 200
B.E. (eV)

Figura 5.43: Espectro de XPS da amostra de STHA antes e depois da adsorgao da

insulina para vérias concentragoes da proteina.
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Figura 5.44: Espectro de XPS da amostra de ZnHA antes e depois da adsorcao da

insulina para vérias concentragoes da proteina.
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Tabela 5.23: Concentracao relativa dos elementos O, Ca, P, C e N na amostra STHA

determinada por XPS apds adsorcao em solucoes contendo diferentes concentracoes

de insulina. Os erros se referem a divergéncia entre as triplicatas.

SrHA
Concentragao
O1s %] Ca2p[% P2p[% Cls[% N1s[% Sr3p[%]
[mg/mL]

0,00 51,3x1,0  19,6+0,3 18,0+0,2 10,4+1,1 0,7+0,0
0,01 50,3+0,5 19,0+0,0 17,4+0,3 11,9+0,2 0,7+0,1  0,7+0,0
0,05 50,7+0,2  19,0+£0,0 17,5+0,0 11,2+0,1 0,9+0,1  0,7+0,0
0,10 50,120,1 18,7¢0,1 17,1£0,2 12,24¢0,1 1,2£0,1  0,7+0,0
0,30 49,4201 187402 16,702 12,6404 19401  0,620,0
0,50 48,3+0,6  17,8+0,1 16,3+0,1 14,3+0,3 2,6+0,1  0,6+0,0
0,80 45,5+0,0 16,8+0,3  15,5+0,3 17,9+0,4 3,7+0,2  0,6+0,0
1,00 459+0,5 16,5+0,2 15,4+0,1 17,8+0,2 3,8+0,1  0,6+0,0
1,20 44.6£0,6  16,240,1 14,9402 194405 43401  0,620,0
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Tabela 5.24: Concentracao relativa dos elementos O, Ca, P, C e N na amostra ZnHA

determinada por XPS apds adsorcao em solucoes contendo diferentes concentracoes

de insulina. Os erros se referem a divergéncia entre as triplicatas.

ZnHA
Concentragao
O1s %] Ca2p[% P2p[% Cls[% N1s[% Zn2p %]
[mg/mLj

0,00 47 5+0,5  20,0£0,2 15,8+0,3 15,804 1,0+0,1
0,01 49,7+1,1  18,2+¢1,2 12,9104 17,5£2,9 0,9:0,1  1,80,1
0,05 50,1+0,7 19,0+£0,0 13,7+0,1 15,4+0,6 1,4+0,2 1,9+0,0
0,10 50,7+0,1 19,2:0,1 13,2+0,3 13,6¢0,1 1,620,1  1,8%0,1
0,30 49,6+0,3 185+0,1 12,6401 14,9403 2,6:0,1  1,8+0,0
0,50 47,3+0,2  17,4+0,2 11,9£0,0 18,1x0,5 3,7+0,1 1,6+0,1
0,80 44,6+£0,7 15,7+0,3 11,3+0,3 21,9+0,5 5,1+0,4 1,5+0,1
1,00 43,3+0,6  15,1+0,5  10,7+0,0 24,2+1,3 5,4+0,1 1,4+0,0
1,20 41,3£0,5 13,8+0,1  9,9+0,0 27,2+0,5 6,6+0,0 1,3+0,1
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Tabela 5.25: Energia de ligagao de cada pico presentes nas amostras de STHA com

e sem insulina. Os erros se referem a divergéncia entre as triplicatas.

STHA
Concentragao O1ls[eV] Ca2peV] P2pleV] Cls[eV] Nlsl[eV] Sr3p[eV]
[mg/mlL]
0,00 530,7+£0,1  346,6+0,1 132,7+0,2 284,6+0,1 268,5+0,3
0,01 530,8+0,1 346,9+0,0 132,9+0,1 284.6+0,0 400,2+0,1 268,7+0,2
0,05 530,8+0,1 346,8+0,1 132,8+0,1 284,6+0,1 399,6+0,4 268,2+0,1
0,10 530,6+£0,0  346,7+0,1 132,7+0,1 284,6+0,1 399,4+0,3 268,1+0,3
0,30 530,7+0,1  346,7+0,1 132.8+0,1 284.6+0,0 399.5+0,0 268,503
0,50 530,5+0,1 346,6+0,0 132,6+0,1 284,6+0,0 399.5+0,2 268.1+0,3
0,80 530,7+£0,3  346,7+0,2 132,7+0,2 284,6+0,1 399,6+0,3 268,3+0,2
1,00 530,4+0,1 346,540,1 132,5+0,1 284.6+0,1 3994201 2682402
1,20 530,240,1 346,301 132,3+0,1 284.6+0,0 399.2+0.2 267,7+0,3
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Tabela 5.26: Energia de ligacao de cada pico presentes nas amostras de ZnHA com

e sem insulina. Os erros se referem a divergéncia entre as triplicatas.

ZnHA
Concentragao O1ls[eV] Ca2peV] P2pleV] Cls[eV] Nlsl[eV] Zn 2p [eV]
[mg/mlL]
0,00 530,7+0,1 346,820,1 132,940,1 284.60,1 1022,0+0,0
0,01 530,5:0,1  346,7+0,1 132,740,3 284,6+0,1 3997404 1021,6+0,3
0,05 530,6+0,1  346,7+0,1 132,8¢0,1 284,6+0,1 399,4+0,7 1021,7+0,1
0,10 530,620,1 346,6<0,1 132.8+0,1 284.6:0,2 399503 10218402
0,30 530,540,1 346,7+0,1 132,7+0,1 284,6+0,2 399.5:0,1 1021,740,1
0,50 530,6£0,1  346,7+0,1 132,6£0,2 284,6£0,1 399,6£0,2 1021,70,2
0,80 530,4+0,1 346,4+0,0 132,5+£0,1 284,6+0,2 399,3+0,1 1021,3+0,2
1,00 530,440,1 346,5+0,1 132,5£0,2 284.6+0,2 399.3:0,1 1021,440,2
1,20 530,6£0,1 346,5+0,1 132,580,1 284.6+0,1 399.3:0.1 1021,5£0,2
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Figura 5.45: Espectros de XPS mostrando as energias de ligagao para diferentes
componentes dos elementos a) C 1s, b) O 1s, ¢) Ca 2p, d) P 2p, e) Sr3p e f) N 1s.

Amostra StHA apds a adsorgao com 1,2 mg/mL de insulina.
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Figura 5.46: Espectros de XPS mostrando as energias de ligacao para diferentes

componentes dos elementos a) C 1s, b) O 1s, ¢) Ca 2p, d) P 2p, e) Zn 2p e f) N 1s.

Amostra ZnHA apés a adsor¢ao com 1,2 mg/mL de insulina. B.E. é a energia de

ligacao.
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Tabela 5.27: Energia de ligacao (B.E.) e contribuigao percentual (%) das areas dos
picos de O, P, Ca, Sr, C e N em amostras de StHA, apds adsorcao em soluccoes
contendo diferentes concentragoes de insulina. Os erros se referem a divergéncia

entre as triplicatas.

SrHA
Elemento B.E. Concentracao[mg/mL]

e% | 0,00 001 005 0,10 030 050 08 1,00 1,20

B.E. | 5286 5284 5284 5284 5284 5284 5283 5282 5283

[eV] | £0,2 0,1 0,1 x0,0 0,1 0,2 0,2 0,1 0,2

o % 20+« 1,7+ 18+ 1,7+ 12+ 13+ 1,1+ 13+ 1,6+
(19 01 03 02 02 05 02 03 01 04
B.E. | 530,9 530,7 530,7 530,8 530,6 530,6 530,7 530,5 530,5

[eV] | +0,1 +0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 02 0,1 0,1

g | B39+ 800+ 838k 854 858+ 8254 §T2: S02¢ 8544

22 19 21 08 07 47 26 67 11

B.E. | 532,5 5322 5324 5324 532,3 532,0 532,3 531,8 532,0

eV] | £0,1 +0,1 0,2 0,1 0,1 0,3 £0,3 0,3 0,1

g | 142+ 1835 144s 130+ 130+ 163+ 117+ 185 1304

23 21 21 06 02 48 23 67 12

B.E. | 344,8 344,8 344,7 344,7 344,6 344,6 344,6 3445 3444

Ca [eV] | £0,1 0,1 0,1 +0,0 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1
(2p) % 29+ 27+ 27+ 24+ 28+ 27+ 27+ 3,0+ 3,2+
06 03 02 04 05 03 04 06 01

B.E. | 347,1 346,9 346,9 346,9 346,8 346,8 346,8 346,7 346,7

[eV] | £0,1 +0,0 +0,0 0,1 0,1 0,1 0,2 +0,1 0,1

Continua na prozima pagina
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Tabela 5.27 — Continuacao da pagina anterior

SrHA
B.E. Concentragao[mg/mL]
Elemento

e% | 000 001 005 010 030 050 080 1,00 120
% 97,1+ 97,3+ 97,3+ 97,6+ 972+ 973+ 973+ 97,0z 96,8+
06 03 02 04 05 03 04 06 01
B.E. | 284,6 284,6 284.6 2846 284,6 2846 2846 2846 2846
[eV] | £0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 +0,1 0,1
c % 59,3+ 68,1+ 62,6+ 56,8+ 57,0+ 52,7+ 56,9+ 55,3+ 524+
1) 120 56 11,0 147 12,9 148 48 50 96
B.E. | 285,7 286,0 285,99 2858 2858 2858 2859 2858 2858
[eV] | £0,2 0,2 0,3 0,5 0,3 04 0,1 £0,1 0,2
. 31,4+ 17,9+ 21,7+ 29,0+ 23,1+ 27,1+ 19,9+ 22,0+ 24,8+
10,1 52 114 160 138 122 57 27 109
B.E. | 283,8 2886 288,4 287,7 2880 2880 287,9 2878 2878
[eV] | £0,2 0,1 02 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1 0,1
g | 93 140+ 158 143+ 199+ 202+ 231+ 227+ 229+
20 20 06 27 1,7 45 20 29 18
’ B.E. | 132,9 132,7 1327 1328 1326 132,56 1326 1326 1325
2p) [eV] | £0,1 0,1 +0,0 0,1 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1
% 100 100 100 100 100 100 100 100 100
N B.E. 399,9 399,8 399,6 399,6 399,7 399,7 399,6 399,6
(1s) [eV] +0,2 +0,1 +0,2 +0,1 +0,1 0,2 +0,0 0,0
% 100 100 100 100 100 100 100 100
- B.E. | 268,7 268,5 2684 2684 2684 20683 2683 2682 2682
[eV] | £0,2 0,1 0,2 0,1 0,1 0,0 0,2 0,1 0,1

Continua na prozima pagina
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Tabela 5.27 — Continuacao da pagina anterior

SrHA

B.E. Concentragao[mg/mL]

Elemento
e % 0,00 0,01 0,06 0,10 0,30 0,50 0,80 1,00 1,20

% 100 100 100 100 100 100 100 100 100
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Tabela 5.28: Energia de ligacao (B.E.) e contribuigao percentual (%) das areas dos

picos de O, P, Ca, Zn C e N em amostras de ZnHA, ap6s adsorcao em soluccoes

contendo diferentes concentragoes de insulina. Os erros se referem a divergéncia

entre as triplicatas.

ZnHA
Elemento B.E. Concentracao[mg/mL]
e% | 0,00 0,01 0,05 0,10 0,30 0,50 0,80 1,00 1,20
B.E. | 528,3 528,2 5283 528,3 5284 5283 5284 5283 528,33
[eV] | £0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,2 +0,1 +0,4 +0,1 +0,1
o % 1,3+ 1,4+ 1.5+ 1,4+ 1,1+ 1,0+ 1,7+ 0,6+ 0,9+
(19 0,4 0,4 0,3 0,5 0,2 0,5 0,9 0,1 0,2
B.E. | 530,8 530,6 530,7 530,8 530,7 530,6 530,7 530,5 530,6
[eV] | +0,1 0,1 <01 0,1 0,1 <0, 0,1 0,1 0,0
% 82,7+ 852+ 848+ 87,1+ 84,8+ 85,6+ 86,8+ 85,6+ 854+
3,2 2.1 2,7 1,7 5,6 3,1 4.4 4,2 8,7
B.E. | 5324 532,2 5324 532,6 532,3 532,1 5323 532,0 5320
[eV] | £0,0 +0,2 +0,2 +0,2 +0,4 +0,2 +0,3 +0,3 +0,4
g | 1605 133+ 137e Ilde 140 134s 115k 138: 137
3,5 1,8 2,5 1,4 5,5 3,3 3,5 4,2 8,7
B.E. | 3447 3444 3447 3446 344,66 3445 3445 3445 3444
Ca [eV] | £0,0 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1
(2p) % 2,4+ 2,3+ 2,2+ 2,7+ 2,3+ 3,1+ 2,9+ 1,8+ 2.8+
0,6 0,4 0,8 0,2 0,2 0,3 0,2 0,2 0,4
B.E. | 346,9 346,7 346,8 346,9 346,8 346,7 346,7 346,6 346,6
[eV] | £0,0 +0,1 +0,1 +0,1 +0,0 +0,1 +0,0 +0,1 +0,1

Continua na prorima pagina
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Tabela 5.28 — Continuacao da pagina anterior

ZnHA
B.E. Concentragao[mg/mL]
Elemento
e% | 000 00l 005 010 030 050 080 1,00 120
% 97,6+ 97,7+ 978+ 97,3+ 97,7+ 96,9+ 97,1+ 985+ 972+
0,6 0,4 0,8 0,2 0,2 0,3 0,2 0,6 0,4
B.E. | 284,6 2846 2846 2846 284,6 2846 2846 2846 2846
[eV] | £0,1 +0,1 +0,1 +0,2 +0,1 +0,2 +0,1 +0,2 +0,1
c % 68,7+ 712+ 727+ 57,0+ 52,8+ 53,3+ 50,6 57,8+ 58,9+
1) 3.9 2.2 25 6,1 35 9,2 7.7 7.9 6,5
B.E. | 286,1 286,1 287,6 285,8 2859 2859 2854 286,1 2859
[eV] | £0,2 +0,1 +0,3 +0,4 +0,3 +0,2 +0,6 +0,7 +0,2
. 17,06 7,0+ 274+ 224+ 255+ 272+ 249+ 14,3+ 159+
5.5 09 104 68 138 123 88 118 67
B.E. | 288,4 2879 288,1 288,00 2879 2878 2876 2876
[eV] | 0,2 0,3 +02 0,1  +02 0,1  +0,1 0.1
g | M3 210 20,6+ 21,7+ 195+ 245+ 280+ 252+
2,0 2,7 2,0 35 3.3 3.3 4,0 1,7
’ BE. | 1328 1325 1327 1327 132,77 1326 1326 1324 1324
2p) [eV] | £0,0 +0,1 +0,1 +0,1 +0,0 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1
% 100 100 100 100 100 100 100 100 100
N B.E. 399,6  399.,6 399,7 399,7 399,7 399,6 399,5 399.6
(1s) [eV] +0,1 +0,1 +0,1 +0,0 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1
% 100 100 100 100 100 100 100 100
T B.E. | 1022,0 1021,6 1021,9 1021,9 1021,9 1021,7 1021,7 1021,5 1021,5
[eV] | £0,1 +0,3 +0,1 +0,1 +0,1 +0,1 +0,0 +0,1 +0,1

Continua na prozima pagina
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Tabela 5.28 — Continuacao da pagina anterior

ZnHA
B.E. Concentragao[mg/mL]
Elemento
e% | 000 001 005 010 030 050 080 100 1,20
% 100 100 100 100 100 100 100 100 100
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5.3.2 Isotermas de Adsorcao

O percentual de nitrogénio em relagdo aos demais elementos (Ca, P e C) na
superficie das amostras determinado por XPS foi usado para levantar as isotermas
de adsorcao relativa de moléculas de insulina adsorvidas na HAp90, StHA e ZnHA. A
Figura mostra as isotermas para HAp90, ZnHA e SrHA construidas a partir de
experimentos de adsorcao por 3 horas utilizando solugoes aquosas contendo a insulina
em concentragoes iniciais de 0,01 mg/mL a 1,20 mg/mL e tempo de adsorcao de 3

horas. Neste tempo a adsorcao atingia a saturagao maxima.

7 4
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5- I I
=) | = i
g ] i I z
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] 34
< ] P
7 24 _ x
T
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0_ i
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Figura 5.47: Isoterma de adsorcao da insulina determinada pela técnica de XPS a

partir do % atomico de nitrogénio relativo aos demais elementos (Ca, P e C).

Como se pode observar na Figura as isotermas dos trés materiais apre-
sentam perfis diferentes indicando que a substituicao do zinco e do estroncio na

estrutura da HA altera o perfil da cinética de adsorcao da insulina. O maior percen-
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tual de insulina adsorvida pelos sitios da superficie ocorreu na ZnHA seguindo pela
HA e SrHA. Ao comparar a estequiometria destas superficies, temos que a razao
(Ca+M)/P ¢ aproximadamente igual para HAp90 e ZnHA, (com ZnHA um pouco
maior, 1,33 contra 1,30 da HAp90) e menor para a StHA (1,13). Ou seja, a insulina
prefere superficies onde ha maior quantidade de calcio. Vale aqui lembrar que o
mesmo comportamento ocorreu no caso da osteocalcina nativa (hOC). Neste caso
foi encontrado que houve maior adsorgao para a amostra estequiométrica (HAp) do
que para a deficiente em calcio (HAp90). Como a estequiometria da superficie da
HAp90 e ZnHA sao iguais, o que determinou a maior adsorcao pela ZnHA foi a
presenca dos fons Zn que sao conhecidos pela sua afinidade com a insulina, sendo
usado inclusive na formagao e estabilidade dos hexameros [85].

Os dados experimentais foram ajustados com fungoes caracteristicas de processos

cinéticos do tipo Langmuir, Freundlich e de Langmuir-Freundlich, Figura [5.48|

N % atomico

1 ! I i I ' T ¥ T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
Concentracio [mg/mL]
Figura 5.48: Curva da adsorcao de proteina calculada pelo % atomico de nitrogénio

medido pelo XPS ajustada pela isoterma de Freundlich.
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As funcgoes Langmuir e Freundlich foram as que melhores ajustaram os dados
experimentais, sendo que os valores de R? mais préximos a unidade foram obtidos
para os ajustes com fungdes do tipo Freundlich, nas trés amostras, Tabela [5.29]
Para altas concentracoes da solugao nao se verifica uma saturacao da concentracao de
insulina adsorvida, o que indica que o processo cinético nesta etapa segue claramente
uma func¢ao do tipo Freundlich onde ocorre interacao entre moléculas com a formacao
de agregados e multicamadas moleculares. O maior valor de k foi o apresentado pela
ZnHA seguido da HAp90 e a STHA. Este resultado sugere que a substituicao do Ca
por Zn aumenta a ligacao da insulina com a superficie da hidroxiapatita. Além disso,
o valor positivo de “p” indica que temos um bom processo de adsorc¢ao fisica e esta
de acordo com a literatura, uma vez que p>1 é o valor mais encontrado por outros
autores e mencionado por Mulu B. D., [210]. Este resultado também esté de acordo
com o encontrado anteriormente, em que, através da deconvolugao do pico do C, foi
encontrado que a ligacao entre proteina e superficie ocorre por meio de interacao
eletrostdtica entre os C'a?* da hidroxiapatita e o terminal COOH~ da proteina, ou

seja, nao ha ligagoes quimicas, como proposto pela isoterma de Langmuir.
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5.3.3 Carga da Superficie

Medida do potencial zeta, PZ, das amostras, antes e apés a adsorcao da insulina
foram realizadas em uma solucao de KCI com pH 6,0. Neste pH as trés amostras
apresentam valores similares de PZ e levemente negativos. A adsorcao da insulina
diminui o PZ de HAp90, StHA e ZnHA, Figura [5.49, devido a carga negativa da
proteina que foi medida em aproximadamente -21 mV. A diminuicao de PZ aumenta
com a concentracao de proteina adsorvida na superficie da hidroxiapatita e atinge
valores mais negativos para a amostra substituida com Zn devido a maior concen-
tracao da proteina nesta amostra, como foi detectada nas anélises de XPS. O mesmo
raciocinio é valido para a amostra STHA. Ela foi a que menos teve alteragdo em seu

PZ e também a que menos adsorveu proteina.

l® B HA +Insulina
-2 - ® ZnHA + Insulina
— 1 SrHA + Insulina
S 41
E gl=
.‘—2 | o
c -8 PY
o 1
5 -10- =
Q . PY ®
8 -12- n i
m p
N .14- 0
o

00 05 10 15 20
Concentration (mg/mL)

Figura 5.49: Potencial Zeta para HAp90, STHA e ZnHA, com e sem insulina.
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5.3.4 Efeito da adsorcao na estrutura da Insulina

A técnica de dicroismo circular foi usada para detectar possiveis modificacoes na
estrutura secundaria e na conformacao da insulina quando a proteina é adsorvida
na superficie do fosfato de céalcio. A medida de CD ¢ dificil do ponto de vista expe-
rimental porque deve ser feita com baixa concentracao de particulas em suspensao
na solugao para evitar a perda de sinal devido a absorcao de UV-Vis pelas NPs e a
decantacao das mesmas. Entretanto, o uso de concentragoes muito baixas de NPs
também diminui o sinal de CD devido a pequena quantidade de proteina adsorvida
nas NPs e devido a adsorcao da luz pelas NPs.

O espectro de CD da insulina em dgua com concentragao de 0,2 mg/mL mostra
duas bandas com minimos negativos em 208 nm e outra em 222 nm, caracteristicas
de a-hélice. A Figura [5.50| mostra que o perfil da curva nao se modifica com a
adsorgao, mesmo em altas concentragoes da proteina (1,0 mg/mL), apesar do ruido
presente nas amostras em pd, natural da medida. Para confirmar essa observagao,
uma andlise quantitativa da estrutura secundaria da proteina foi feita usando o
programa Dichroweb, tendo o CDSSTR como método. Os valores da quantificacao

estao listados na Tabela [5.301
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Figura 5.50: Curvas de dicroismo circular da insulina pura (0,2 mg/mL) e adsorvida

na superficie dos pés de HAp90, StHA e ZnHA (1,0 mg/mL).

Tabela 5.30: Quantificacao da estrutura secundéria da proteina pura e apds ser

adsorvida na superficie dos p0s.

Amostra a-hélice [-sheet Turns Desordenado Total

Insulina 33 24 16 28 101
SrHA 30 21 19 29 99
ZnHA 21 26 26 28 101

HApP90 11 46 14 27 98
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Como podemos perceber na Tabela |5.30, a insulina apresenta 33 % de estrutura
a-hélice, como descrito previamente por Elsayed et al [211], e este mesmo com-
portamento é apresentado para a insulina adsorvida na SrHA. Como o processo
de adsorcao é baseado nas caracteristicas fisico-quimicas da superficie do material
e das caracteristicas da proteina, ao voltarmos na Tabela [5.9, vemos que a razao
(Ca+M)/P é menor para a STHA, se comparada com a HAp90 e ZnHA, o que in-
dica uma superficie mais deficiente em calcio. Este menor valor pode significar uma
interacao menor entre proteina e superficie, o que consequentemente pode induzir
menores mudancas na estrutura secundaria da insulina. Por outro lado, apesar do
grafico da Figura [5.50| mostrar o mesmo comportamento, a quantificacao nos diz que
a insulina diminui em 12 % a estrutura a-hélice quando adsorvida na ZnHA, aumen-
tando sua estrutura Turn. Na literatura ja é estabelecido que a mudanca de a-hélice
para (-sheet passa pela formagao de estrutura Turn, [212,213]. Uma modificagao
mais drastica na estrutura da insulina pode ser observada quando a proteina esta
adsorvida na superficie da HAp90, em que a insulina tem apenas 11 % de a-hélice
e 46 % de f(-sheet, mudando, portanto, completamente sua estrutura, o que pode
levar a perda de sua funcao. Esta mudanca ja foi observada anteriormente, sendo
primeiramente mencionada para o caso de formacao fibrosa de amiloides devido a
mudangas no ambiente como a variagao do solvente organico e do pH, [214}215].

Deste resultado conclui-se que a interacao com a superficie pode perturbar a
estrutura secundaria da proteina através de um aumento da estrutura [-sheet, de-
pendendo do material na qual ela esta adsorvida. Ou seja, a presenca ou auséncia do
metal na estrutura da HA é fundamental para manter a estrutura da proteina. Ape-
sar da proteina nao desnaturar ou perder completamente sua estrutura secundaria,
quando adsorvida na HAp90, a mesma pode perder sua atividade, uma vez que a
mesma pode ter formado estrutura fibrilar.

Podemos concluir entao que a presenca do metal esta afetando diretamente o
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processo de adsorcao da insulina, sendo que no caso do Zn temos um aumento da
quantidade de proteina adsorvida, mas com alteracao da sua estrutura secundaria, o
que pode levar a uma perda de fungao. Ja o Sr faz com que o material adsorva menos
proteina, mas a proteina mantém a sua atividade, nao alterando sua estrutura apos

estar ligada a superficie.

5.4 Adsorcao de insulina em filme de hidroxiapa-
tita sobre titanio

A adsor¢ao das insulinas bovina e humana na superficie dos filmes de HA de-
positados sobre um substrato de titanio foi realizada utilizando-se solugoes aquosas
contendo concentragdes de insulina entre 0,01 mg/mL e 1,20 mg/mL e tempo de ad-
sorcao de 3 horas. Este é o tempo necessario para que a adsorcao atinja a saturacao
para todas as concentracoes da proteina. O processo de adsorgao foi caracterizado

pelas técnicas de FTIR, XRD, XPS e imunomarcacao.

5.4.1 Ligacao da Insulina com a Superficie e Isotermas de
Adsorcgao

Os espectros de FTIR dos filmes depositados sobre titanio mostraram bandas de
grupos fosfato em (1090, 1028 e 966) cm=! e de hidroxila em 3580 em~! e de dgua
em 1633 em~!. Bandas associadas a grupos carbonato sao também detectados na
regiao de (1441-1407) em~!. Apés a adsorc¢ao da insulina humana, bandas devido a
grupos amida nao foram detectadas, [5.51b, devido & baixa concentragao da proteina
na superficie do filme.

O espectro de FTIR de filmes finos apds a adsorcao de insulina bovina, Figura

5.51k, apresentam bandas de amida I em 1691 em~!, amida IT em 1529 ¢m~!, amida
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III em 1263 em~! e amida V em 802 em™L.

Este resultado indicou que a insulina

bovina apresentou maior capacidade de adsorcao que a insulina humana, Figura

I;D
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Figura 5.51: Espectro de FTIR das amostras de hidroxiapatita com e sem insulina

a) bovina e b) humana.
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Os filmes foram analisados por difracao de raios X com incidéncia rasante, antes e
apos a adsorgao da insulina, Figura[5.52 Verificou-se que o processo de adsorcao da
insulina nao altera a cristalinidade, os parametro de rede e o tamanho de cristalito
do filme, Tabela [5.31] Novamente isto indica que o filme é estdvel, nao havendo

redeposicao de novas fases apds o contato com a solugao de insulina.

= HAF1 Buffer
5,0 —— HAF1 0,8 mg/mL
1 c§8 —— HAF2 Buffer
4.5+ ¢ze T ——HAF208mg/mL
\ |

Intensidade Normalizada

10 20 30 40 50
20 (%)

Figura 5.52: Difracao das amostras dos filmes (HAF1 e HAF2) de hidroxiapatita

sem e com insulina.

Tabela 5.31: Tabela com os parametros de rede e do tamanho de cristalito para as

amostras com e sem insulina.

Amostras ¢ [nm] a=b [nm] Tamanho cristalito [nm)]
HAF1 0,691 0,942 41
HAF1 0,8 mg/mL 0,601 0,941 45
HAF2 0,689 0,941 43

HAF2 0,8 mg/mL 0,689 0,940 44
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O espectro de XPS dos filmes de HA apds a adsorcao da insulina bovina apresenta
picos em energias de ligacao do O 1s (531,0 V), do Ca 2p (347,0 V), do P 2p (133,1
eV) e do nitrogénio (399,5 eV), Figura e Tabela [5.32] A intensidade do pico
do nitrogénio aumenta com a concentragao inicial da insulina na solugao usada nos

experimentos de adsor¢ao, Tabela [5.33]

HAF1 0,00 mg/mL

—— 0,01 mg/mL

180000 3500 N 1s ——0,05 mg/mL

. ——0,10 mg/mL

160000 —— 0,30 mg/mL

20,50 mg/mL

. & ——0,80 mg/mL

120000 — B.E. (eV) 8 —— 1,00 mg/mL
¢ 100000-
o ]
¢ 80000 -
60000
40000
20000

O 1 ¥ ) L I L ) * 1 ¥ ) -
1200 1000 800 600 400 200
B. E. (eV)

Figura 5.53: Survey das amostras HAF1 pura e com insulina bovina adsorvida

mostrando os picos de cada elemento.
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Tabela 5.32: Energia de ligacao de cada pico presentes nos filmes com e sem insulina

bovina. Os erros se referem a divergéncia entre as triplicatas.

HAF1
Concentracio (4 o] Ca2peV] P2p[eV] ClsleV] N Is [eV]
[mg/mL]
0,00 531,0+£0,1 346,9+0,0 133,1+0,1 284,6+0,1
0,01 530,8+0,1 347,040,1 133.040,1 284,6+0,1 399,6+0,0
0,05 530,7+0,2  346,8+0,1 132,8+0,2 284,6+0,2 399,5+0,1
0,10 530,8+0,1 346,9+0,1 133,0+0,1 284,6+0,1 399,6+0,2
0,30 530,640,1 346,740,1 132,7+0,1 284.6£0,1 399,5+0.1
0,50 530,740,2 3468202 132,0:02 284,6:02 399,6:0,3
0,80 530,740,1 346,7+40,1 132.8+0,1 284.6+0,1 3994+0,1

1,00 530,7+0,1  346,7£0,1 132,8+0,1 284,6:0,1 399,50,1
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Tabela 5.33: Porcentagem de cada pico presentes nos filmes com e sem insulina

bovina. Os erros se referem a divergéncia entre as triplicatas.

HAF1
Concentragao
O1s[%] Ca2p[%] P2p[% Cl1s[% N 1s[%]
[mg/mlL]

0,00 53,3+0,2  21,8+0,4  8,0£1,1 16,9+14
0,01 51,0£0,3 21,6+0,2 13,4+0,1 12,9+0,3 1,0+0,1
0,05 52,2+0,6  20,3+0,5 12,5+0,3 13,6+0,7 1,4+0,2
0,10 50,2+4,0  19,0+1,1  12,0+0,7 16,3x4,6 2,5+1,1
0,30 47,2+0,7 18,8+0,3 11,7+0,3 18,6+1,1 3,7+0,1
0,50 49,2+25  18,8+1,4 12,3+0,8 16,7+3,3 3,0+1,1
0,80 48 4+0,5  19,9+0,6 12,4+0,4 16,4+1,0 3,0+0,4

1,00 46,4+2,6  18,1x0,7 11,7404 19,6229 4,1£0,7
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A deconvolugao dos picos de XPS das amostras de filme apés a adsorcao de
insulina bovina é mostrado na Figura[5.54 O oxigénio apresenta energia de ligagao
em 531,0 eV correspondente a ligagoes com o fésforo, em 529,0 eV devido a formacgao
de oxidos e em 531,8 eV devido a ligacao com agua e a hidroxila. A energia em
132,7 €V do fosforo é atribuida a ligagao P-O. As energias de ligagao do célcio em
346,8 eV e em 344,8 eV sao devidas a ligagoes Ca-O e do calcio na forma metalica,
respectivamente. Ja o carbono, apresenta os picos usuais devido a contaminacao
na superficie com radicais organicos em 284,6 eV (C-C/C-H) e em 285,7 eV (C-O).
Além disto, obtém-se picos em 287,9 eV e em 2892 referente aos grupos carbonila e

a ligacao C=0, respectivamente. O nitrogénio presente na forma de amina aparece

com energia de 399,5 eV, Tabela [5.34]
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Figura 5.54: Alta resolucao dos picos do a) C 1s, b) O 1s, ¢) Ca2p,d) P 2pee) N

1s, para a filme de HA com 0,8 mg/mL de insulina bovina.
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Tabela 5.34: Energia de ligacao (B.E.) e contribuigao percentual (%) das areas dos
picos de O, P, Ca, C e N em amostras de HAF1, apos adsorcao em soluccoes contendo
diferentes concentragoes de insulina bovina. Os erros se referem a divergéncia entre

as triplicatas.

HAF1
B.E. Concentracao[mg/mL]
Elemento
e% | 0,00 0,01 005 0710 030 050 080 1,00
B.E. | 529,1 528,6 528,5 529,5 5255 528,7 528, 7 528,6
eV] | £0,2 0,1 0,1 £0,1 0,2 0,2 0,0 0,1
26+ 15+ 11+ 12+ 23+ 16+ 12+ 13+
@) %
(15 16 01 03 04 04 04 03 04
S
B.E. | 531,1 530,6 530,8 531,0 530,8 530,9 530,8 530,8
[eV] | £0,1 0,0 0,1 +0,1 0,1 0,1 0,1 0,0
o 77,6+ 79,8+ 69,6+ 787+ 82,7+ T4,7+ 82,1+ 789+
0
28 15 45 232 30 33 39 64
B.E. | 531,9 531,9 531,7 532,0 532,0 531,9 531,99 531,7
eV] | £0,1 0,1 0,3 04 0,3 £0,2 0,2 0,2
o 19,7+ 187+ 29,2+ 30,1+ 15,0+ 23,7+ 16,7+ 19,8+
0
2,2 1,6 4.5 182 3,3 3,7 3,6 6,3
B.E. | 344,9 344,8 344,9 344,9 344,7 3449 344,8 3448
o eV] | £0,1 0,1 0,1 x0,2 0,1 0,2 0,0 0,1
a
29+ 32+ 24+ 26+ 3,1+ 27+ 31z 3,6+
(2p) o
o1 03 03 03 02 08 07 04
B.E. | 347,0 346,9 347,0 347,1 346,9 347,0 346,9 346,9
eV] | £0,1 0,1 +0,2 0,1 0,1 0,2 0,1 0,1

Continua na prorima pagina
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Tabela 5.34 — Continuacao da pagina anterior

HAF1
B.E. Concentragao[mg/mL]
Elemento

e% | 000 001 005 010 030 050 080 1,00
% 97,1+ 96,8+ 97,6+ 974+ 96,9+ 973+ 96,8+ 96,4+
o1 03 04 03 02 08 07 04
B.E. | 2846 284,6 284,6 284,6 2846 2846 2846 2846
[eV] | £0,0 0,1 0,2 0,2 0,1 0,1 0,1 0,0
o | 438+ 48T Sldx 4521 507+ 518+ 536: 49,1+
. 46 67 78 203 116 32 10 87
(15) B.E. | 285,8 2855 285,6 285,7 2858 2859 2859 2859
[eV] | £0,3 0,2 0,1 04 0,2 0,2 0,0 0,2
% 16,2+ 339+ 29,7+ 35,5+ 255+ 30,1+ 25,1+ 284+
47 89 97 175 132 28 23 112
B.E. | 288,0 288,0 287,9 288,0 287,8 288,0 2879 2878
[eV] | 0,1 0,1 +02 0,1 0,1 =02 0,1 =0,
. 97+ 10,7+ 135+ 15,6+ 22,1+ 145+ 168+ 19,1+
09 58 43 29 33 18 46 32
B.E. | 289,4 289,56 289,3 289,9 289,8 289,5 289,3 289,5
eV] | £0,1 0,2 0,2 0,3 0,2 0,2 04 0,1
% 35,3+ 6,7+ H4+ 37+ 1,7+ 3,6+ 45+ 34+
6,1 2,2 2,3 3,3 1,5 0,7 2,8 0,5
b B.E. | 133,0 132,8 1328 133,0 132,7 1329 132,8 1328
2p) eV] | £0,1 0,1 +0,1 +0,1 0,1 0,1 0,0 0,0
% 100 100 100 100 100 100 100 100

Continua na proxima pdgina
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Tabela 5.34 — Continuacao da pagina anterior

HAF1
B.E. Concentragao[mg/mL]
Elemento

e% | 000 001 00 010 030 050 080 1,00

B.E. 399,6 399,7 399,8 399,8 399,8 399,7 399,7
(1) [eV] +0,1 +0,1 0,1 0,1 +0,1 0,0 0,1
S

% 100 100 100 100 100 100 100

Os espectros de XPS dos filmes finos antes e apds a adsor¢ao da insulina humana
(HAF2) sdo mostrados na Figura As energias de ligacao do Ca, P, O e C
nao variam com a concentragao de insulina adsorvida na superficie do filme. As
intensidades dos picos do Ca, P e O apresentam pequena diminuicao de intensidade
com a adsorc¢ao da proteina sugerindo um moderado recobrimento da superficie pela
proteina. As intensidades dos picos do nitrogénio (399,6 eV) e do carbono aumentam
de intensidade mas saturam rapidamente para concentracao de insulina da ordem
de 0,30 mg/mL, Tabelas W Estes resultados indicam que a adsor¢ao da
insulina é dependente da origem da proteina e que a insulina de origem humana tem
menor afinidade com a superficie da HA que a de origem bovina. Este resultado
no entanto deve ser cauteloso, uma vez que ha diferencas nas duas séries de filmes,
como orientagao preferencial e maior razao Ca/P para o filme HAF1. Infelizmente
estes parametros nao sao facilmente controlaveis na producao do filme e podem

influenciar no processo de adsorc¢ao.
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Figura 5.55: Survey das amostras HAF2 pura e com insulina humana adsorvida

mostrando os picos de cada elemento.

Tabela 5.35: Energia de ligacao de cada pico presentes nos filmes com e sem insulina

bovina. Os erros se referem a divergéncia entre as triplicatas.

HAF2
Concentragao
O 1s[eV] Ca2pleV] P2pleV] Cls[eV] N 1s [eV]
[mg/mL]
0,00 530,7+0,1  346,7+0,0 132,9+0,2 284,6+0,1
0,01 530,9+0,1  347,0+0,1 133,1+0,1 284,6+0,1 399,8+0,2
0,05 530,9+0,1 347,0+0,1 133,0+0,1 284,6+0,1 399,6+0,1
0,10 530,7+0,1 346,820,1 132.840.2 284,6+0,1 399,6+0,2
0,30 530,8+0,1  346,8+0,1 132,9+0,1 284,6+0,1 399,6+0,1
0,50 530,8+0,0  346,8+0,1 132,9+0,1 284,6+0,1 399,6+0,2
0,80 530,7+0,1  346,8+0,0 132,8+0,1 284,6+0,0 399,4+0,1
1,00 5308401 347,040,1 133,040,1 284,6+0,1 399,7+0,0
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Tabela 5.36: Porcentagem de cada pico presentes nos filmes com e sem insulina

humana. Os erros se referem a divergéncia entre as triplicatas.

HAF2
Concentragao
O1s[%] Ca2p[%] P2p[% Cl1s[% N 1s[%]
[mg/mLj

0,00 53,7£0,2  20,0+1,8 13,4+0,3 12,9+0,2
0,01 52,8+0,2  20,7+0,3 13,1+0,1 12,8+0,3 0,7+0,1
0,05 48 5+1,6  18,6+0,8 12,1+0,5 18,1+24 2,8+0,5
0,10 48,8+0,3 18,9+0,3 12,3+0,2 17,3x0,7 2,6+0,3
0,30 48,2+0,7  18,2+0,7 11,9+0,3 18,8+0,9 3,0+0,8
0,50 47,6+0,8  18,2+0,7 11,9+0,5 19,4+1,2 3,0+0,8
0,80 47,7£23  18,3+14 11,9+0,4 19,0+3,1 3,1+1,1
1,00 47,922 18,8+1,9 11,9+0,8 18,4+4,0 3,0+1,0
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A deconvolucao dos picos de Ca, P e O da amostra de insulina humana adsorvida
no filme de HA, Figura [5.56] segue o mesmo perfil daquele verificado na amostra de
insulina bovina adsorvida na HA. A deconvolucao do espectro do elemento carbono
nas amostras de filme com insulina mostrou a presenca de um pico em 287,8 eV nao
observado nas amostras sem insulina. Esta energia de ligagao é atribuida a ligacao

C=0 existente na estrutura insulina, Tabela [5.37,
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Figura 5.56: Alta resolucao dos picos do a) C 1s, b) O 1s, ¢) Ca2p, d) P 2pee) N

1s, para a filme de HA com 0,8 mg/mL de insulina humana.
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Tabela 5.37: Energia de ligacao (B.E.) e contribuigao percentual (%) das areas dos
picos de O, P, Ca, C e N em amostras de HAF2, apos adsorcao em soluccoes contendo
diferentes concentragoes de insulina humana. Os erros se referem a divergéncia entre

as triplicatas.

HAF2

B.E. Concentrac¢ao[mg/mL)|

e% | 0,00 001 005 0,0 030 050 0,80 1,00
B.E. | 528,7 528,3 528,8 529,6 528,8 5287 528,7 5287
[eV] | £0,0 0,1 0,1 £0,0 0,1 0,2 0,1 0,0
1.7+ 14+ 08+ 12+ 1,1+ 1,1+ 12+ 13+

Elemento

07 02 03 01 07 01 03 03
B.E. | 530,8 530,5 530,9 530,9 530,9 530,9 530,9 530,9
[eV] | £0,1 0,0 +0,1 +0,1 0,1 0,0 0,1 0,0
78,8+ 80,4+ 86,0+ 86,9+ 82,5+ 855+ 83,6+ 81,7+
62 30 28 61 20 45 16 49
B.E. | 532,0 531,9 5324 5324 5322 5324 532,2 532,1
eV] | £0,3 0,2 0,2 05 0,1 £0,1 0,2 0,2
19,6+ 182+ 13,1+ 124+ 165+ 137+ 152+ 17,0+
5,7 2,8 2,5 5,5 1,5 3,9 1,5 5,2
B.E. | 3449 344,66 344,9 344,8 3450 3449 344,9 3449
eV] | £0,1 0,0 +0,0 0,3 0,1 0,2 0,1 0,1
1,9+ 24+ 23+ 28+ 18+ 18+ 24+ 18+
01 03 02 06 08 04 11 07
B.E. | 347,0 346,7 347,0 347,1 347,0 347,0 347,5 347,0
[eV] | £0,1 0,0 +0,1 +0,1 0,1 0,0 0,8 0,1

%

(2p) %

Continua na prorima pagina
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Tabela 5.37 — Continuacao da pagina anterior

HAF2
B.E. Concentragao[mg/mL]
Elemento

e% | 000 001 005 010 030 050 080 1,00
% 98,1+ 97,6+ 97,7+ 972+ 982+ 982+ 976+ 982+
o1 03 02 06 08 04 1,1 07
B.E. | 2846 284,6 284,6 284,6 2846 2846 2846 2846
eV] | £0,0 0,6 0,1 x0,1 0,1 0,1 x0,1 0,1
% 56,1+ 56,6+ 49,8+ 54,1+ 475+ 46,1+ 58,6+ 55,1+
. 61 37 73 64 88 108 75 68
(15) B.E. | 285,8 285,6 285,8 285,8 285,8 285,7 2859 2859
[eV] | £0,2 0,2 0,2 0,3 0,1 0,3 0,1 0,2
% 26,4+ 27,6+ 32,5+ 245+ 30,8+ 30,3+ 18,3+ 24,0+
85 26 96 52 119 114 82 01
B.E. 288,0 2879 2879 2878 2879 2879
[eV] +0,1 0,1 0,1 +0,1 +0,1 +0,1
. 14,1+ 20,2+ 18,9+ 213+ 208+ 17,8+
49 26 37 39 19 27
B.E. | 288,6 288,4 289,6 289,8 289,7 2899 289,8 2897
eV] | £0,8 0,2 0,3 0,1 0,1 +0,3 0,1 0,1
% 17,6+ 158+ 35+ 19+ 29+ 23+ 24+ 32+
5,3 1,5 1,3 0,8 0,6 1,5 0,7 1,7
p B.E. | 1329 1325 1329 1329 1329 1329 1329 1329
2p) eV] | £0,1 0,1 0,1 +0,1 0,1 0,0 0,1 0,0
% 100 100 100 100 100 100 100 100

Continua na proxima pdgina
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Tabela 5.37 — Continuacao da pagina anterior

HAF2
B.E. Concentragao[mg/mL]
Elemento

e% | 000 001 00 010 030 050 080 1,00

B.E. 399,4 399,8 399,8 399,7 399,7 399,7 399,7
(1) [eV] +0,1 +0,1 +0,1 0,1 +0,0 0,0 =+0,1
S

% 100 100 100 100 100 100 100

A Figura mostra as isotermas de adsor¢ao da insulina bovina (HAF1) e
humana (HAF2) em filme fino de HA utilizando a concentragao percentual atomica
do nitrogénio como indicador da adsor¢ao da proteina na superficie da HA. Pode-
se observar, Figura[5.57, que a concentragao relativa de nitrogénio é maior no filme
contendo a insulina bovina do que com a insulina humana. Novamente este resultado
concorda com os resultados anteriores em que, tanto para hOC quanto para insulina
humana, houve maior adsor¢ao nos pés com maior razao Ca/P. Aqui, o filme HAF1
teve razao Ca/P (2,73) muito maior do que o filme HAF1 (1,49), o que pode ter
influenciado a adsor¢ao. Os dados experimentais da Figura[5.57]foram ajustados com
funcgoes cinéticas de Langmuir, de Freundlich e de Langmuir-Freundlich, Tabela|5.38|
Os dados experimentais da isoterma de adsorcao para a insulina humana tiveram um
melhor ajuste com a fungao Langmuir-Freundlich enquanto que a funcao Freundlich
ajustou melhor os dados experimentais da isoterma de adsorcao da insulina bovina.
Estes resultados indicam que: i) a ocupagao de sitios da superficie do filme pela
insulina ocorre principalmente pela formagao de agregados de proteina com interagao
entre as moléculas (Freundlich e de Langmuir-Freundlich) e ndo pela formacao de
monocamadas (modelo Langmuir), ii) a insulina bovina demonstra maior afinidade

com a superficie da HA.
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Figura 5.57: Curva da adsorcao de proteina calculada pelo % atomico de nitrogénio
para amostra com insulina humana e bovina, ajustado com a curva de Langmuir-

Freundlich e Freundlich, respectivamente.
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5.4.2 Imunomarcacao

Pela técnica de imunomarcacao foi possivel ver a presenca de proteina na forma
de aglomerados tanto para a insulina humana quanto para a insulina bovina para
todas as concentragoes utilizadas. Na Figura [5.58a-b temos a imagem do filme de
HA sobre Ti somente com o tampao e o filme com insulina humana na concentragao
de 0,8 mg/mL, respectivamente. Nas Figuras —d temos a mesma comparacao
para o filme sem e com insulina bovina, respectivamente. Além da presenca de aglo-
merados de proteina, podemos ver através da imagem que ha uma maior quantidade
de insulina bovina se comparada com a insulina humana, o que reforca o resultado
obtido pela técnica de XPS. Além disso, pode-se ver que nao ha uma formagao
de monocamada em toda a superficie do filme, tendo varias regioes sem insulina

adsorvida.
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0,8 mg/mL humana

0,8 mg/mL bovina

Figura 5.58: Figura da técnica de imunomarcagao para os filmes de HA crescidos
sobre titanio. Em a) HAF2 e ¢) HAF1, somente tratado com tampéao e em b) e d)
o filme com proteina humana e bovina, respectivamente, adsorvida na concentracao

de 0,8 mg/mL.



Capitulo 6

Conclusoes e perspectivas

Neste trabalho estudou-se a interacao das proteinas osteocalcina e insulina com
a hidroxiapatita sem substituicoes ionicas e substituida com fons carbonato, zinco
e estroncio e também com filmes finos de HA depositados em substratos de Si. A

partir dos experimentos dessa tese, podemos concluir que:

1. Neste trabalho de tese sintetizou-se por via imida diferentes fosfatos de calcio
nanoestruturados. As analises por XPS mostraram que a superficie destes ma-
teriais apresenta estequiometria bem diferente do interior da estrutura. Este
resultado, pouco comentado na literatura, é fundamental para o entendimento
das complexas interacoes entre estes materiais, proteinas e moléculas de agua

que constituem elementos essenciais para a atividade biologica.

2. Vimos com o experimento de XPS antes e apds o tratamento com solucao
tampao Tris, que a solugao remove o carbono organico, o que acaba por mo-
dificar a razao calcio fésforo. Isso pode ocorrer pois a solugao provoca uma
remocao e redeposicao dos constituintes da hidroxiapatita, formando uma ou-
tra fase. Essa hipotese é reforcada pela deconvolucao do carbono que mostrou

que uma outra ligacao ocorre na superficie.
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3. A osteocalcina descarboxilada nao tem a sua estrutura secundaria alterada ao
adicionar Ca em sua solucao, comportando-se como uma proteina desnaturada
ou com estrutura aleatéria. J& a osteocalcina nativa passa de desordenada
para uma estrutura tipo a-hélice, o que pode ser explicado pela presenca dos
aminodcidos Gla. Ions de Ca em solucao favoreceram a adsor¢ao de hOC em
hidroxiapatita, nao alterando a afinidade entre elas, mas no caso da hdOC,
apesar da quantidade de proteina adsorvida pela HAp nao ser alterada, a
afinidade entre proteina-superficie aumenta. Isso mostra que o Ca em solucao,

de alguma forma (a ser estuda) modifica o processo de adsorgao.

4. A adsorcao de osteocalcina em silicio foi possivel, mesmo com a auséncia de
ions de célcio. Entretanto, a proteina tem sua estrutura secundaria modifi-
cada, expondo os aminodacidos cisteinas apds a adsorcao, perdendo, portanto,
suas fungoes. Ja na amostra de hidroxiapatita a adsorcao foi muito maior, se
comparada com o silicio. Além disso, a amostra de osteocalcina descarboxilada
adsorve menos que a proteina na forma nativa, o que pode ser explicado pela
auséncia dos aminoacidos Gla, conhecidos por se ligarem ao Ca. Comprova-
mos entao a preferéncia da osteocalcina por superficies que contém calcio em

sua estrutura e o efeito do aminoacido Gla para a adsorcao.

5. Quando comparados os efeitos da cristalinidade e da composicao dos fosfatos de
calcio na adsorgao da osteocalcina, verificou-se que a cristalinidade nao afeta
a adsorcao. Ja a composicao afeta o processo de adsorcao da osteocalcina
carboxilada e descarboxilada, adsorvendo quantidades diferentes de proteinas
e tendo sua orientagdo modificada. A razao Ca/P da superficie, mostrou ter
influéncia apenas para a adsorcao com a osteocalcina na sua forma ativa,
novamente comprovando o efeito do aminoacido Gla, que tem afinidade grande

com os fons célcio.



201

6. A adsorcao da insulina humana nos pos de hidroxiapatita pura e substituida
com zinco e estroncio mostrou que a presenca do metal influencia a adsorcao.
A SrHA tem menor capacidade de adsorcao da insulina que a HAp90 e a ZnHA
apresentou maior capacidade. Este fato pode ser explicado pela diferenca na
razao Ca/P, com a insulina, assim como a osteocalcina nativa, preferindo ad-
sorver em superficie com maior quantidade de calcio ou pela afinidade, ja
conhecida, entre Zn e insulina. Entretanto, todas as amostras seguem a iso-
terma de Freundlich, evidenciando que nao ha uma saturacao na quantidade
de proteina adsorvida e o processo é de adsorcao fisica, sendo portanto mais
fracas que ligacoes quimicas, o que permite mais facilmente a liberacao da

proteina, sendo ttil para tratamentos de doencas.

7. A deconvolucao dos picos medidos por XPS mostrou que apenas o pico refe-
rente a ligacao COOH sofre alteracao na energia de ligacao, ao se deslocar para
baixas energias ao adsorver maior quantidade de proteina. Esse deslocamento
sugere que a ligacao do C'a?* da HA se da através de interacoes eletrostéticas

com o terminal COOH~ da proteina.

8. A adsorg¢ao da insulina diminui a carga de superficie da HAp90, StHA e ZnHA.
A diminuicao do PZ aumenta com a concentracao de proteina adsorvida na
superficie da hidroxiapatita e atinge valores mais negativos para a amostra

substituida com Zn.

9. A anédlise de CD mostrou que a insulina adsorvida nas superficies das hidro-
xiapatitas sofre alteracao da sua estrutura secundaria ao adsorver na HAp90
e na ZnHA. A adsorcao da insulina na HA substituida com Sr, mantém a
estrutura nativa da insulina. Como a alteragao da estrutura secundéaria pode
afetar a atividade da proteina, a presenca do metal pode ser determinante para

que a proteina exerca sua funcao. Para confirmacao da atividade da insulina
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10.

11.

12.

13.

adsorvida, estudo quantificando a presenca de glicose em meio biolégico deve
ser realizado para entao definir se o material substituido com metal que vai
adsorver mais proteina ¢ melhor ou se o melhor é o metal que nao altera a

estrutura secundaria da proteina.

Experimentos de adsor¢ao da insulina de origem humana e bovina foram re-
alizados em filmes finos de HA. Os resultados revelaram que a insulina de
origem bovina teve maior afinidade com a superficie da HA, apesar de ambas
as proteinas terem praticamente o mesmo tamanho, peso molecular e estrutura
secundaria. Como a estrutura dos filmes era diferente nos dois experimentos,
com crescimento preferencial e alta razao Ca/P para os filmes adsorvidos com
insulina bovina, estudos complementares devem ser realizada para explicar

este efeito.

Experimentos com filmes finos de igual estrutura devem ser realizados para
estudar somente o efeito da origem da proteina. No caso do estudo do efeito de
uma determinada orientacao, devem ser realizados experimentos de adsorcao

em fases diferentes dos cristais de HA.

Apesar da técnica de ToF-SIMS mostrar grande potencial para o entendimento
de mudancas estruturais da osteocalcina quando ligada a superficie de materi-
ais, como as proteinas sao mais orientadas em superficies lisas, como nos filmes
finos, do que em pé, analises de ToF-SIMS com a proteina ligada A superficie
de filmes finos de diferentes materiais pode ser util para melhor esclarecer por

qual terminal a proteina se liga a superficie.

Estudos in wvitro e in vivo com os diferentes materiais estudados e com as
diferentes proteinas devem ser realizados para determinar qual efeito (maior
quantidade, diferente orientacao, diferente estrutura secundéria etc) é mais

benéfico para a regeneracao éssea, o crescimento de células e o tratamento de
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doengas.
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Datasheet insulina bovina

SIGMA-ALDRICH sigmsaldrichcom

3050 Spruce Street, Saint Louis, MO 63103, USA
Website: www.sigmaaldrich.com

Email USA: techserv@sial.com

Outside USA: eurtechserv@sial.com

Product Specification
Product Name:

Insulin solution from bovine pancreas - 10 mg/mL insulin in 25 mM HEPES, pH 8.2, BioReagent,
sterile-filtered, suitable for cell culture

Product Number: 10516

MDL: MFCD00131380

Formula Weight: 5,734.00 g/mol

Storage Temperature: 2-8<T

TEST Specification

Appearance (Turbidity) Clear

Appearance (Color) Colorless

Appearance (Form) Solution

pH 7.9 -85

Endotoxin Level < 50 EU/mI

Cell Culture Test Pass

Insulin 9.5 - 10.5 mg/ml
Concentration by HPLC

Sterility by USP guidelines Negative

Specification: PRD.0.ZQ5.10000038192

Sigma-Aldrich warrants, that at the time of the quality release or subsequent retest date this product conformed to the information contained in
this publication. The current Specification sheet may be available at Sigma-Aldrich.com. For further inquiries, please contact Technical Service.
Purchaser must determine the suitability of the product for its particular use. See reverse side of invoice or packing slip for additional terms
and conditions of sale.
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Datasheet insulina humana

SIGMA-ALDRICH sigmsaldrichcom

3050 Spruce Street, Saint Louis, MO 63103, USA
Website: www.sigmaaldrich.com

Email USA: techserv@sial.com

Outside USA: eurtechserv@sial.com

Product Specification

Product Name:
Insulin solution human - Chemically defined, recombinant from Saccharomyces cerevisiae, sterile-filtered,
BioXtra, suitable for cell culture

Product Number: 19278
Storage Temperature: 2-8<T
TEST Specification
Origin Non-Animal Source
Appearance (Turbidity) Clear
Appearance (Form) Solution
pH 7.9 -85
Endotoxin Level < 50 EU/mI
Cell Culture Test Pass

at 1 mL/L
Insulin 9.5 - 11.5 mg/ml
Sterility by USP guidelines Negative

Specification: PRD.2.ZQ5.10000048866

Sigma-Aldrich warrants, that at the time of the quality release or subsequent retest date this product conformed to the information contained in
this publication. The current Specification sheet may be available at Sigma-Aldrich.com. For further inquiries, please contact Technical Service.
Purchaser must determine the suitability of the product for its particular use. See reverse side of invoice or packing slip for additional terms
and conditions of sale.

1of 1
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