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Resumo	  

	  

O	   crescente	   número	   de	   pacientes	   apresentando	   perda	   óssea	   gera	   um	  

aumento	   na	   demanda	   pelo	   desenvolvimento	   de	   novos	   substitutos	   ósseos.	  

Hidroxiapatita	   (Ca10(PO4)6(OH)2)	   e	   polímeros	   naturais	   utilizados	   na	   forma	   de	  

material	   compósito	   são	   uma	   alternativa	   promissora	   aos	   tradicionais	   enxertos	  

ósseos.	  No	  entanto,	  o	  sucesso	  destes	  materiais	  em	  aplicações	  médicas	  depende	  da	  

boa	   interação	   entre	   a	   fase	   orgânica	   e	   inorgânica,	   nem	   sempre	   uma	   tarefa	   fácil.	  

Neste	   trabalho	   foi	   desenvolvida	   uma	   nova	   estratégia	   de	   síntese	   de	   compósitos	  

hidroxiapatita/borracha	   natural	   para	   aplicações	   médicas	   com	   boa	   dispersão	   e	  

controle	  das	  fases	  produzidas.	  Para	  isso,	  foi	  realizada	  uma	  reação	  de	  precipitação	  

in	  situ	  em	  que	  as	  cadeias	  poliméricas	  da	  borracha	  funcionaram	  como	  template	  para	  

mineralização.	   A	   hidroxiapatita	   (HA)	   foi	   sintetizada	   a	   partir	   de	   Ca(NO3)2.4H2O	   e	  

H3PO4	   com	   uma	   razão	   Ca/P	   de	   1,67	   em	   tetraidrofurano	   (THF)	   na	   presença	   de	  

borracha	  natural	  (NR)	  solubilizada.	  Os	  compósitos	  foram	  preparados	  contendo	  até	  

27,9	   %	   em	   massa	   de	   HA	   e	   apresentado	   partículas	   nanodispersas	   na	   matriz	  

polimérica.	   A	   técnica	   de	   precipitação	   desenvolvida	   permitiu	   a	   obtenção	   de	   HA	  

nanocristalina	   com	  alto	   grau	  de	   pureza	   e	   controle	   do	   tamanho	  de	   cristalito	   e	   da	  

fase	   	   produzida.	   Os	   compósitos	   apresentaram	  melhores	   propriedades	  mecânicas	  

do	  que	  a	  NR	  pura	  para	  todas	  as	  concentrações	  de	  HA	  e	  houve	  perda	  de	  solubilidade	  

dos	  compósitos	  produzidos	  em	  bons	  solventes,	   indicando	  a	  presença	  de	  borracha	  

ligada	   à	   HA.	   Conforme	   proposto,	   a	   borracha	   natural	   possui	   uma	   proteína	   e	   um	  

lipídio	  como	  grupos	  terminais	  portando	  cargas	  negativas	  que	  atuam	  como	  sítios	  de	  

nucleação	  para	  a	  HA,	  melhorando	  a	  dispersão	  e	  controle	  do	  tamanho	  de	  cristalito.	  
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Abstract	  

	  

The	   growing	   number	   of	   patients	   with	   bone	   loss	   generates	   an	   increase	   in	  

demand	   for	   the	   development	   of	   new	   bone	   substitutes.	   Hydroxyapatite	   and	   natural	  

polymers	  used	  in	  the	  form	  of	  composite	  materials	  are	  a	  promising	  alternative	  to	  the	  

traditional	   bone	   grafts.	   However,	   the	   success	   of	   these	   materials	   in	   medical	  

applications	  depends	  on	  good	  interaction	  between	  the	  organic	  and	  inorganic	  phase.	  

In	  this	  work	  we	  developed	  a	  new	  strategy	  for	  the	  synthesis	  of	  hydroxyapatite/natural	  

rubber	   composites	   for	   biomedical	   applications	   with	   good	   dispersion	   and	   phase	  

control.	  To	  achieve	  this	  goal,	  an	   in-‐situ	  chemical	  precipitation	  method	   in	  which	  the	  

polymer	   chains	   act	   as	   mineralization	   template	   was	   performed. The	   starting	  

materials	  used	  for	  synthesizing	  hydroxyapatite	  (HA)	  were	  Ca(NO3)2.4H2O	  and	  H3PO4	  

with	   a	   Ca/P	   ratio	   of	   1.67	   in	   tetrahidrofuran	   (THF)	   in	   the	   presence	   o	   solubilized	  

natural	  rubber	  (NR).	  The	  composites	  were	  prepared	  containing	  up	  to	  27.9	  wt.%	  HA	  

presenting	  nanodisperse	  particles	  in	  the	  polymer	  matrix.	  The	  developed	  precipitation	  

technique	   produced	   nanocrystalline	   HA	   with	   high	   purity	   and	   crystallite	   size	   and	  

phase	  control.	  The	  composites	  presented	  better	  mechanical	  properties	  than	  NR	  alone	  

with	  loss	  of	  solubility,	  indicating	  bound	  rubber	  to	  the	  HA	  phase.	  As	  proposed,	  natural	  

rubber	  has	  a	  protein	  and	  a	  lipid	  as	  terminal	  groups	  carrying	  negative	  charges,	  which	  

act	  as	  nucleation	  sites	  for	  HA,	  improving	  dispersion	  and	  control	  over	  crystallite	  size.	  
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1	  Introdução	  
	  

	  

A	  crescente	  quantidade	  de	  pacientes	  que	  apresentam	  perda	  óssea,	  seja	  por	  

trauma	   ou	   doenças,	   gera	   uma	   demanda	   na	   mesma	   proporção	   pelo	  

desenvolvimento	   de	   substitutos	   ósseos.	   A	   técnica	   padrão	   de	   substituição	   óssea	  

consiste	  em	  utilizar	  enxertos	  ósseos	  alógenos	   (do	  próprio	  paciente)	  ou	  exógenos	  

(obtido	  de	  cadáveres).	  No	  entanto,	  ambos	  os	  procedimentos	  causam	  risco	  à	  vida	  do	  

paciente:	   enxertos	   alógenos	   exigem	   cirurgias	   adicionais	   e	   remoção	   de	   material	  

ósseo	   de	   áreas	   saudáveis,	   enquanto	   enxertos	   exógenos	   apresentam	   risco	   de	  

contaminação	   e	   rejeição	   (BOSE	  et	   al.,	   2012).	  Além	  disso,	   o	   risco	  do	  processo	   e	   o	  

longo	  tempo	  de	  recuperação	  tornam	  o	  processo	  caro	  e	  traumático	  para	  o	  paciente.	  

É	   preciso,	   portanto,	   investir	   na	   pesquisa	   de	   substitutos	   ósseos	   sintéticos	   que	  

permitam	  que	   o	   tecido	   ósseo	  perdido	   seja	   regenerado	  de	   forma	   satisfatória	   sem	  

riscos	  ao	  paciente.	  

	  

Todas	   as	   classes	   de	  materiais	   já	   foram	   usados	   como	   substitutos	   ósseos:	  

metais	   tendem	   a	   ser	   biologicamente	   inertes,	   enquanto	   cerâmicas	   e	   polímeros	  

podem	   ser	   inertes	   ou	   bioativos	   (HOFFMAN	   et	   al.,	   2013).	   Embora	   metais	  

apresentem	  altas	  resistências	  mecânica	  eles	  não	  interagem	  com	  o	  corpo,	  o	  que	  não	  

é	  satisfatório	  do	  ponto	  de	  vista	  da	  engenharia	  de	  tecidos.	  O	  substituto	  ósseo	  ideal	  

deve,	   além	   de	   possuir	   propriedades	   mecânicas	   satisfatórias,	   interagir	  

quimicamente	   com	  o	   tecido	   ósseo,	   proporcionando	   a	   regeneração	  do	   tecido	   sem	  

gerar	  uma	  reação	  adversa	  do	  organismo.	  Neste	  sentido,	  a	  aplicação	  de	  cerâmicas	  

de	   fosfato	   de	   cálcio	   (FC)	   em	   conjunto	   com	   polímeros	   tem	   se	   tornado	   o	   foco	   de	  

muitos	  estudos	  visando	  a	  substituição	  de	  tecido	  ósseo	  (BOSE	  et	  al.,	  2012	  ;	  SUPOVÁ	  

et	  al.,	  2009).	   	  

	  

As	   cerâmicas	   de	   fosfato	   de	   cálcio	   são	   materiais	   bioativos,	   podendo	   ser	  

encontrados	   em	   diferentes	   fases	   cristalinas	   dependendo	   de	   sua	   proporção	   Ca/P	  

das	  condições	  	  da	  reação	  em	  que	  são	  produzidos	  (YUAN	  &	  GROOT,	  2005).	  Dentre	  

estes	   materiais,	   o	   mais	   popular	   em	   aplicações	   ósseas	   tem	   sido	   a	   hidroxiapatita	  
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(HA),	  devido	  ao	   fato	  de	  ser	  o	   fosfato	  de	  cálcio	  com	  a	  maior	  similaridade	  química	  

com	   a	   parte	   inorgânica	   dos	   ossos	   humanos	   e	   o	   mais	   estável	   quimicamente	   no	  

ambiente	   do	   corpo	   (YUAN	   et	   al.,	   1998).	   	   No	   entanto,	   a	   HA	   é	   um	   material	  

extremamente	   frágil	   e	   muito	   raramente	   a	   sua	   aplicação	   permite	   que	   ela	   seja	  

utilizada	  sozinha.	  Polímeros,	  por	  outro	  lado,	  são	  muito	  menos	  frágeis,	  embora	  não	  

possuam	   o	   mesmo	   grau	   de	   interação	   com	   o	   tecido	   ósseo.	   Aparentemente	   uma	  

maneira	  de	  contornar	  este	  problema	  é	  a	  utilização	  de	  HA	  e	  polímeros	  em	  conjunto	  

na	   forma	   de	   compósitos,	   aliando	   as	   características	   de	   bioatividade	   da	   HA	   em	  

conjunto	   com	   as	   propriedades	   mecânicas	   dos	   polímeros	   (VENKATESAN	   &	   KIM,	  

2014).	  	  

	  

A	  borracha	  natural	  (NR)	  é	  um	  polímero	  natural	  obtido	  a	  partir	  do	  látex	  da	  

planta	  Hevea	  brasiliensis,	  de	  largo	  uso	  industrial	  e	  extrema	  importância	  cotidiana.	  

Sua	  composição	  consiste	  principalmente	  em	  poli(cis-‐1,4-‐isopreno)	  e	  componentes	  

não	   isoprenos	   em	   menor	   quantidade,	   como	   proteínas,	   lipídios	   e	   carboidratos	  

(SANSATSADEEKUL	  et	  al.,	  2011).	  Alguns	  destes	  compostos	  não	  isoprenos	  possuem	  

propriedades	   regenerativas,	   dando	   à	   borracha	   natural	   o	   caráter	   de	   material	  

bioativo	  (ERENO	  et	  al.,	  2010	  ;	  MENDONÇA	  et	  al.,	  2010	  ;	  BALABANIAN	  et	  al.,	  2006).	  

A	   NR	   é	   capaz	   de	   atuar	   na	   regeneração	   de	   diversos	   tipos	   de	   tecido,	   o	   que	   tem	  

despertado	  o	   interesse	  de	  pesquisadores	  nas	   novas	   aplicações	  deste	  material	   no	  

ramo	  dos	  biomateriais.	  Recentemente	  houveram	  tentativas	  de	  aplicação	  da	  NR	  em	  

conjunto	   com	   cerâmicas	   de	   fosfato	   de	   cálcio	   para	   aplicações	   ósseas.	   Foram	  

produzidas	  membranas	  contendo	  fosfatos	  de	  cálcio	  dispersos	  (NASCIMENTO	  et	  al.,	  

2014)	  e	  precipitados	  em	  sua	  superfície	  (BORGES	  et	  al.,	  2015),	  no	  entanto	  nenhum	  

dos	  métodos	  apresentado	  foi	  capaz	  de	  gerar	  controle	  sobre	  a	  fase	  de	  FC	  formada,	  

tamanho	  de	  partícula,	  boa	  dispersão	  da	  fase	  de	  FC	  na	  NR	  e	   incorporação	  de	  altas	  

quantidades	  FC.	  	  

	  

A	  NR	  apresenta	  uma	  proteína	  e	  um	  fosfolipídio	  como	  grupos	  terminais	  de	  

sua	  cadeia	  polimérica	  de	  poli(cis-‐1,4-‐isopreno),	  e	  é	  conhecido	  que	  tanto	  proteínas	  

quanto	   fosfolipídios	   desempenham	   papel	   fundamental	   na	   biomineralização	   em	  

organismos	  vivos	  e	   in	  vitro	   (OLSZTA	  et	  al,	  2007	   ;	   S.	  WEINER	  &	  WAGNER,	  1998	   ;	  

COLLIER	  &	  MESSERSMITH,	  2001).	   	  Portanto,	   é	  plausível	  afirmar	  que	  a	   síntese	   in	  



	   3	  

situ	  da	  HA	  seja	  influenciada	  pela	  macromolécula	  híbrida	  da	  NR	  caso	  esta	  esteja	  em	  

solução	  no	  momento	  da	  precipitação.	  Tal	   controle	   sobre	  a	  microestrutura	  da	  HA	  

pode	  ser	  vantajoso	  em	  ditar	  uma	  melhor	  resposta	  osteogênica.	  A	  produção	  destes	  

compósitos,	  no	  entanto,	  exige	  a	  escolha	  de	  um	  solvente	  que	  seja	  comum	  à	  NR	  e	  aos	  

reagentes	  envolvidos	  em	  sua	  síntese.	  

	  

Existem	   diversas	  maneiras	   de	   se	   sintetizar	   a	   HA	   descritas	   na	   literatura.	  	  

Dentre	  elas,	  os	  métodos	  aquosos	  à	  baixa	  temperatura	  são	  vantajosos	  pois	  inibem	  o	  

crescimento	   de	   grão,	   normalmente	   levando	   à	   partículas	   nanométricas	   (SADAT-‐

SHOJAI	  et	  al.,	  2013).	  No	  entanto,	  a	  escolha	  de	  um	  método	  in	  situ	  em	  NR	  restringe	  o	  

número	   de	   possibilidades	   devido	   à	   necessidade	   de	   baixa	   temperatura	   e	   a	  

insolubilidade	   dos	   reagente	   precursores	   na	   maioria	   dos	   solventes	   orgânicos,	  

exigindo-‐se	   a	   necessidade	   da	   adaptação	   de	   rotas	   de	   síntese	   existentes.	   Neste	  

trabalho,	  uma	  reação	  de	  síntese	  de	  HA	  à	  temperatura	  ambiente	  na	  presença	  de	  NR	  

foi	  desenvolvida	  com	  o	  objetivo	  de	  se	  aproveitar	  o	  potencial	  dos	  grupos	  terminais	  

da	  NR	  em	  atuar	  como	  sítios	  de	  nucleação	  para	  HA.	  Para	  tal,	  tetraidrofurano	  (THF)	  

foi	   escolhido	   como	   solvente	   e	   uma	   reação	   de	   síntese	   de	   HA	   tradicional	   foi	  

adaptada.	  Acredita-‐se	  que	  as	  proteínas	  e	   lipídios	  presentes	  na	  composição	  da	  NR	  

possam	   desempenhar	   papel	   fundamental	   na	   dispersão	   e	   controle	   da	  

microestrutura	  da	  HA	  ao	  atuarem	  como	  sítios	  de	  nucleação.	  	  
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2	  Objetivos	  
	  
	  

O	   objetivo	   do	   trabalho	   apresentado	   nesta	   dissertação	   foi	   o	   estudo	   da	  

síntese	  in	  situ	  de	  hidroxiapatita	  em	  solução	  de	  borracha	  natural	  para	  obtenção	  de	  

compósitos	  HA/NR.	  	  

	  

Justificativa	  

	  
O	  sucesso	  de	  um	  material	  em	  aplicações	  biomédicas	  exige	  previsibilidade	  

nas	  características	  do	  material	  produzido,	  exigindo	  a	  elaboração	  de	  um	  método	  de	  

produção	   com	   alto	   controle	   sobre	   seus	   	   parâmetros.	   Infelizmente,	   este	   tipo	   de	  

controle	   ainda	   não	   foi	   descrito	   na	   produção	   de	   materiais	   compósitos	   HA/NR,	  

deixando	  uma	  lacuna	  científica	  que	  este	  trabalho	  se	  propõe	  a	  preencher.	  

	  

Para	  alcançar	  o	  objetivo	  proposto	  foi	  elaborado	  um	  método	  de	  síntese	  da	  

HA	   na	   presença	   da	   borracha	   natural	   solubilizada,	   através	   de	   uma	   reação	   de	  

precipitação	   por	   via	   úmida	   não	   aquosa,	   escolhendo	   tetraidrofurano	   (THF)	   como	  

solvente.	  A	  literatura	  recente	  foi	  consultada	  na	  tentativa	  de	  se	  obter	  informações	  a	  

respeito	   dos	   parâmetros	   que	   influenciam	   o	   produto	   da	   síntese	   da	   HA	   e	   sua	  

dispersão	  em	  matrizes	  poliméricas,	  utilizando	  conhecimentos	  de	  química	  orgânica	  

e	   inorgânica	   para	   gerar	   uma	   estratégia	   de	   síntese	   específica	   para	   o	   caso	   da	  

borracha	   natural,	   tomando	   proveito	   da	   característica	   híbrida	   de	   sua	   cadeia	  

polimérica.	  	  	  	  
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3	  Revisão	  bibliográfica	   	  
	  

3.1	  Fosfatos	  de	  Cálcio	  

	  

3.1.1	  Osteocondução	  e	  Osteoindução	  

	  

Fosfatos	   de	   cálcio	   (FCs)	   são	   uma	   classe	   de	   materiais	   bioativos	   que	   tem	  

sido	  largamente	  utilizados	  em	  aplicações	  ósseas	  devido	  às	  similaridades	  químicas	  

com	  a	  parte	  mineral	  dos	  ossos.	  Essas	  similaridades	  químicas	  dão	  a	  estes	  materiais	  

propriedades	  únicas,	   conhecidas	   como	  osteocondução	  e	  osteoindução	   (BARRÉRE	  

et	  al.,	  2006):	  

	  

-‐Osteocondução:	  A	  osteocondução	   se	   refere	  à	   capacidade	  de	   formar	   tecido	  ósseo	  

na	   superfície	  do	  material	  de	   forma	  guiada,	   resultando	  numa	   ligação	  entre	  osso	  e	  

implante.	   Na	   prática,	   a	   ausência	   de	   outros	   tecidos	   entre	   o	   osso	   formado	   e	   o	  

biomaterial	   é	   usada	   para	   identificar	   a	   osteocondutividade	   de	   um	   material.	   Este	  

crescimento	  ósseo	  acontece	  de	  forma	  passiva,	  necessitando	  do	  contato	  com	  tecido	  

ósseo	   para	   que	   este	   seja	   “conduzido”(HENCH,	   1980	   ;	   HENCH	  &	  WILSON,	   1984	   ;	  

BARRÉRE	  et	  al.,	  2006)	  (Fig	  1(a)).	  

	  

-‐Osteoindução:	  A	  osteoindução	  se	  refere	  a	  capacidade	  de	  além	  de	  se	  ligar	  ao	  tecido	  

ósseo	   e	   suportar	   seu	   crescimento,	   induzir	   um	   estímulo	   positivo	   na	   formação	   de	  

tecido	   ósseo.	   Neste	   fenômeno,	   primeiro	   ocorre	   a	   diferenciação	   de	   células	   não	  

osteogênicas	   em	   células	   osteogênicas,	   e	   posteriormente	   a	   formação	   de	   tecido	  

ósseo.	   Se	   um	   material	   é	   capaz	   de	   induzir	   a	   formação	   de	   tecido	   ósseo	   quando	  

implantado	   em	   locais	   que	   apresentam	   outros	   tipos	   de	   tecido,	   ele	   pode	   ser	  

considerado	  ósteoindutor	  (RIPAMONTI,	  1991	  ;	  YUAN	  et	  al.,	  1998	  ;	  BARRÉRE	  et	  al.,	  

2006):)(Fig.	  1(b)).	  
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Nem	  todos	  os	  tipos	  de	  FCs	  têm	  o	  mesmo	  efeito	  biológico	  in	  vivo,	  enquanto	  

a	  maioria	  é	  osteocondutora,	  nem	  todos	  são	  osteoindutores	  (BARRÉRE	  et	  al.,	  2006).	  

Essas	   diferenças	   na	   indução	   da	   resposta	   celular	   são	   causadas	   por	   diferentes	  

características	   químicas	   e	   físicas.	   Por	   exemplo,	   propriedades	   químicas	   da	  

superfície	  destes	  fosfatos	  de	  cálcio	  podem	  influenciar	  fenômenos	  biológicos	  como	  

adsorção	  de	  proteínas	  (SCHMIDT	  et	  al.,	  2009).	  	  

	  

Fig.	  1.	  Exemplos	  de	  osteoindução	  e	  osteocondução:	  (a)	  ligação	  entre	  tecido	  ósseo	  e	  implante	  

de	   FC	   bifásico,	   e	   (b)	   indução	   de	   formação	   de	   tecido	   ósseo	   em	   músculo	   de	   cachorro	   por	  

implante	  poroso	  de	  FC	  bifásico	  após	  3	  meses	  (YUAN	  &	  GROOT,	  2005).	  

	  

(a)	  

(b)	  
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A	  adsorção	  de	  proteínas,	  por	  sua	  vez,	  influencia	  a	  resposta	  do	  organismo,	  

uma	  vez	  que	  as	  proteínas	  na	  superfície	  do	  material	  regem	  a	  resposta	  das	  células,	  

podendo	   induzir	   diferenciação	   celular	   devido	   à	   interação	   com	   a	   matriz	  

extracelular.	  Da	  mesma	  forma,	  a	  rugosidade	  superficial	  também	  pode	  influenciar	  a	  

diferenciação	  devido	  à	  adesão	  celular,	  o	  que	  também	  é	  consequência	  da	  adsorção	  

de	  proteínas,	  uma	  vez	  que	  	  uma	  maior	  rugosidade	  gera	  uma	  maior	  concentração	  de	  

proteínas	   devido	   à	   maior	   área	   específica	   (WANG	   et	   al.,	   2012	   ;	   SCHMIDT	   et	   al.,	  

2009).	  	  

	  

3.1.2	  Fosfato	  Tricálcico	  
	  

Existem	   duas	   fases	   cristalinas	   principais	   de	   fosfato	   tricálcico	   (tricalcium	  

phosphate,	  TCP):	  α-‐TCP	  e	  β-‐TCP.	  O	  α-‐TCP	  cristaliza	  na	  forma	  monoclínica	  e	  o	  β-‐TCP	  

na	   forma	  romboédrica.	  Embora	  possuam	  composição	  química	   similar,	   com	  razão	  

Ca/P	   de	   1,5	   (BARRÉRE	   et	   al.,	   2006),	   suas	   diferentes	   formas	   cristalinas	  

proporcionam	   diferentes	   propriedades	   de	   reabsorção:	   o	   α-‐TCP	   (Kps	   =	   10-‐25,5)	   é	  

mais	   solúvel	  que	  o	  β-‐TCP	   (Kps=	  10-‐28.9),	   e	  é	  obtido	  após	  o	  aquecimento	  do	  β-‐TCP	  

acima	  de	  	  1170°C	  (FERNANDEZ	  et	  al.,	  1999).	  O	  β-‐TCP	  é	  considerado	  osteocondutor	  

e	  osteoindutor,	  e	  devido	  à	  sua	  baixa	  energia	  superficial	  com	  respeito	  à	  HA	  ele	  pode	  

provocar	   a	   precipitação	   de	   uma	   camada	   de	   HA	   quando	   incubado	   em	   SBF	  

(Simulated	  Body	  Fluid)	  (BOHNER	  &	  JACQUES,	  2009).	  O	  β-‐TCP	  é	  usado	  clinicamente	  

como	   substituto	   ósseo	   em	   pequenos	   defeitos	   na	   forma	   de	   pasta	   cimentícia,	  

podendo	  ser	  também	  utilizado	  na	  liberação	  de	  drogas	  que	  auxiliariam	  o	  processo	  

de	  regeneração	  óssea	  (GINEBRA	  et	  al.,	  2006)	  

	  

3.1.3	  Fosfato	  de	  Cálcio	  Amorfo	  
	  

Os	   fosfatos	  de	  cálcio	  amorfos	   (FCAs)	  são	  uma	   família	  de	  FCs	  caracterizadas	  

por	   uma	   ausência	   de	   ordem	   a	   longa	   distância	   (TER	   BRUGGE	   et	   al.,	   2006).	   Eles	  

podem	  ser	  produzidos	  pela	  rápida	  precipitação	  de	  íons	  Ca	  e	  P	  a	  partir	  de	  soluções	  

aquosas,	  sendo	  considerados	  uma	  fase	  metaestável,	  primeira	  a	  precipitar	  a	  partir	  

de	   íons	   cálcio	   e	   fosfato.	   FCAs	   tipicamente	   exibem	   uma	   larga	   faixa	   de	   valores	   de	  

proporção	   Ca/P	   (usualmente	   entre	   1,15	   e	   1,67)	   dependendo	   das	   condições	   de	  
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síntese,	   como	   pH	   e	   razão	   inicial	   dos	   íons	   em	   solução	   (ZHAO	   et	   al.,	   2008).	   A	   sua	  

natureza	  amorfa,	  baixa	  razão	  Ca/P	  e	  alta	  concentração	  de	  substitutos	  iônicos	  (Na+,	  

K+,	  Mg2+,	  Cl-‐,	  CO2-‐)	  conferem	  um	  alto	  grau	  de	  solubilidade	  aos	  FCAs:	  valores	  de	  Kps	  

de	   10-‐24,8	   para	   FCAs	   possuindo	   uma	   razão	   Ca/P	   de	   1,5,	   e	   10-‐23,9	  para	   FCAs	   que	  

incorporam	   pequenas	   quantidades	   de	   carbonato	   (COMBES	   &	   REY,	   2010).	   Em	  

ambientes	   aquosos	   os	   FCAs	   liberam	   íons	   que	   reprecipitam	   em	   uma	   forma	  mais	  

estável,	  como	  HA	  com	  baixa	  cristalinidade.	  Acredita-‐se	  que	  esses	  íons	  liberados	  em	  

solução	  também	  contribuam	  na	  osteoindução	  dos	  FCAs.	  (	  COMBES	  &	  REY,	  2010).	  

	  

3.1.4	  Hidroxiapatita	  
	  

A	  hidroxiapatita	  (HA)	  é	  um	  FC	  largamente	  utilizado	  na	  área	  médica	  devido	  à	  

sua	   similaridade	   química	   com	   a	   parte	   mineral	   que	   forma	   o	   tecido	   ósseo.	   A	   HA	  

estequiométrica	  (Ca10(PO4)6(OH)2)	  apresenta	  razão	  Ca/P	  de	  1,67	  e	  é	  considerada	  

osteocondutora,	  mas	  pouco	  osteoindutora	  quando	  comparada	  com	  os	  outros	  FCs	  

apresentados	  anteriormente	  (YUAN	  &	  GROOT,	  2005).	  Dentre	  os	  FCs,	  a	  HA	  é	  a	  fase	  

mais	  estável	  e	  a	  menos	  solúvel,	  possuindo	  um	  Kps	  de	  aproximadamente	  2,9	  x	  10-‐58	  

na	  faixa	  de	  pH	  de	  3,5	  a	  9,7	  (BELL	  et	  al.,	  1978).	  Embora	  não	  seja	  altamente	  solúvel,	  a	  

superfície	   da	   HA	   apresenta	   sítios	   de	   nucleação	   para	   cristais	   de	   apatita	   em	   SBF	  

(BOHNER	  &	   JACQUES,	   2009).	   As	   propriedades	   de	   solubilidade	   da	  HA	  podem	   ser	  

modificadas	   através	   de	   substituição	   iônicas,	   como	   a	   substituição	   de	   fosfato	   por	  

carbonato,	  que	  aumenta	  a	  solubilidade	  e	  a	  bioatividade	  da	  HA	  (LANDI	  et	  al,	  2003).	  	  

	  

Existem	  diferentes	  métodos	  de	  síntese	  descritos	  na	  literatura	  para	  a	  HA.	  De	  

modo	  geral,	  os	  métodos	  de	  precipitação	  por	  via	  úmida	  são	  os	  mais	  simples	  de	  se	  

obter	   partículas	   nanométricas,	   e	   são	   baseados	   no	   fato	   da	   HA	   ser	   a	   fase	  

termodinamicamente	  estável	  de	  FC	  em	  soluções	  aquosas	  à	  pH>4,2	  e	  à	  temperatura	  

ambiente	  (Wang	  et	  al.,	  2010	  ;	  SADAT-‐SOJAI	  et	  al.,	  2013).	   	  Neste	  tipo	  de	  síntese,	  a	  

HA	  é	  sintetizada	  a	  partir	  de	  soluções	  de	  reagente	  precursores	  de	  Ca	  e	  P,	  em	  que	  um	  

reagente	  é	  adicionado	  ao	  outro	  sob	  agitação	  e	  controle	  do	  pH	  em	  temperaturas	  que	  

variam	  da	  ambiente	  até	  próximo	  ao	  ponto	  de	  ebulição	  da	  água.	  Para	  assegurar	  a	  

formação	  de	  HA	  os	   reagentes	   seguem	  a	  proporção	  Ca/P	  de	  1,67,	  que	  é	   a	  mesma	  



	   9	  

encontrada	  na	  HA	   estequiométrica,	   e	   o	   pH	   é	  mantido	  básico	   ou	   a	   temperatura	   é	  

elevada,	  ou	  ambos.	  De	  modo	  geral,	  para	  obtenção	  HA	  como	  única	  fase,	  sempre	  que	  

o	   pH	   precisar	   ser	   diminuído,	   a	   temperatura	   deve	   ser	   aumentada,	   e	   vice-‐versa	  

(SADAT-‐SOJAI	  et	  al.,	  2013).	  	  

	  

Diversos	   parâmetros	   influenciam	   a	   morfologia	   do	   pó	   sintetizado.	   Wang	   e	  

colaboradores	  observaram	  o	  efeito	  da	  temperatura,	  pH	  inicial	  da	  reação	  e	  método	  

de	  secagem	  na	  morfologia	  de	  HA	  nanocristalina	  (WANG	  et	  al.,	  2010).	  Em	  pH	  inicial	  

de	   10	   foram	   obtidas	   partículas	   esféricas,	   enquanto	   em	   pH=8	   foram	   obtidas	  

partículas	   com	   formato	   de	   agulha.	   	   O	   formato	   dos	   cristais	   também	   pode	   ser	  

controlado	   pela	   temperatura	   da	   reação:	   em	   pH	   inicial	   =	   10	   foram	   reportados	  

cristais	  esféricos	  à	  25	  ºC,	  em	  formato	  de	  coluna	  à	  60	  ºC	  e	  em	  formato	  de	  folha	  à	  80	  

ºC.	  O	  método	  de	  secagem	  também	  foi	  importante,	  gerando	  menores	  partículas	  para	  

a	  secagem	  à	  vácuo	  em	  comparação	  com	  o	  método	  de	  freeze	  drying.	  

	  

Diferentes	   reações	   de	   síntese	   da	   HA	   podem	   ser	   executadas	   a	   partir	   de	  

diversos	   reagentes	   precursores.	   Sadat-‐Sojai	   e	   colaboradores	   realizaram	   uma	  

extensa	  revisão	  da	  literatura	  a	  respeito	  destes	  métodos	  de	  síntese	  (SADAT-‐SOJAI	  et	  

al.,	  2013).	  Dentre	  as	  reações	  mais	  conhecidas	  na	  síntese	  da	  HA	  por	  via	  úmida,	  de	  

forma	  simplificada,	  pode-‐se	  citar	  	  

	  

10Ca(NO3)2	  +	  6(NH4)2HPO4	  +	  8NH4OH	  →	  Ca10(PO4)6OH2	  +	  20NH4NO3+	  4H2O	  
	  
10Ca(NO3)2	  +	  6(NH4)3HPO4	  +	  2H2O	  →	  Ca10(PO4)6OH2	  +	  18NH4NO3+	  2HNO3	  
	  

10Ca(NO3)2	  +	  6KH2PO4	  +	  20NH4OH	  →	  Ca10(PO4)6OH2	  +	  KOH	  20NH4NO3	  +	  12H2O	  
	  
10Ca(NO3)2	  +	  6H3PO4	  +	  20NH4OH	  →	  Ca10(PO4)6OH2	  +	  20NH4NO3	  +	  18H2O	  
	  
10Ca(NO3)2	   +	   6(NH4)2HPO4	   +	   20NaOH	  →	   Ca10(PO4)6OH2	   +	   20NaNO3	  +	   12NH3	  +	  
18H2O	  
	  
10Ca(NO3)2	  +	  6(NH4)2HPO4	  +	  2H2O	  →	  Ca10(PO4)6OH2	  +	  12NH4NO3	  +	  8HNO3	  	  
	  
10Ca(NO3)2	  +	  6Na2HPO4	  +	  2H2O	  →	  Ca10(PO4)6OH2	  +	  12NaNO3+	  8HNO3	  	  
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10Ca(NO3)2	  +	  6H3PO4	  +	  20NH4OH	  →	  Ca10(PO4)6OH2	  +	  20NH4NO3+	  18H2O	  
	  
10Ca(OH)2	  +	  6(NH4)2HPO4	  →	  Ca10(PO4)6OH2	  +	  12NH3NO3	  +	  18H2O	  
	  
10Ca(OH)2	  +	  6H3PO4	  →	  Ca10(PO4)6OH2	  +	  18H2O	  
	  
10CaCl2	  +	  6(NH4)2HPO4	  +	  8NH4OH	  →	  Ca10(PO4)6OH2	  +	  20NH4Cl	  +	  6H2O	  
	  
10CaCl2	  +	  6KH2PO4	  +	  2H2O	  →	  Ca10(PO4)6OH2	  	  +	  12KCl	  +	  8HCl	  
	  
10CaCO3	  +	  6(NH4)2HPO4	  +	  2H2O	  →	  Ca10(PO4)6OH2	  +	  3(NH4)2CO3	  +	  7H2CO3	  
	  
10CaSO4.4H2O	  +	  6(NH4)2H2PO4	  +	  2H2O	  →	  Ca10(PO4)6OH2	  +	  6(NH4)2SO4	  +	  7H2CO3	  
	  

10CaSO4.4H2O	  +	  6(NH4)2HPO4	  →	  Ca10(PO4)6OH2	  +	  6(NH4)2SO4	  +	  4H2SO4	  +	  18H2O	  
	  
6CaSO4.2H2O	  +	  4CaOH2	  +	  6(NH4)2HPO4	  →	  Ca10(PO4)6OH2	  +	  6(NH4)2SO4	  +	  18H2O	  
	  
3Ca(H2PO4)2.4H2O	  +	  7Ca(OH)2	  →	  Ca10(PO4)6OH2	  +	  15	  H2O	  
	  

A	  escolha	  de	  uma	  determinada	  reação	  deve	  ser	  feita	  conforme	  a	  estratégia	  

montada	  para	  a	  reação	  de	  síntese,	  o	  que	  pode	  limitar	  o	  número	  de	  possibilidades	  à	  

disposição.	  Entre	  alguns	  fatores	  excludentes,	  podem	  ser	  citados:	  

	  

-‐	  Necessidade	  do	  uso	  de	  solventes	  orgânicos:	  Dependendo	  da	  aplicação	  da	  HA	  pode	  

ser	  necessária	  a	  utilização	  de	  solventes	  orgânicos	  para	  a	  reação	  de	  síntese	  da	  HA.	  

Como	  exemplo,	  pode-‐se	  citar	  o	  trabalho	  de	  Raucci	  e	  colaboradores	  (RAUCCI	  et	  al.,	  

2010),	  em	  que	  HA	  foi	  sintetizada	  no	  solvente	  tetraidrofurano	  (THF)	  para	  posterior	  

dispersão	   no	   polímero	   poli(caprolactona)	   (PCL)	   para	   produção	   de	   scaffolds.	   Os	  

autores	  tiveram	  a	  sua	  escolha	  de	  rota	  de	  síntese	  limitada	  pelo	  solvente	  escolhido,	  

uma	  vez	  que	  nem	  todos	  os	  reagente	  precursores	  são	  solúveis	  em	  THF.	  Os	  autores	  

partiram	   da	   reação	   10Ca(NO3)2	   +	   6H3PO4	   +	   20NH4OH	   →	   Ca10(PO4)6OH2	   +	  

20NH4NO3+	  18H2O,	  precipitando	  primeiramente	  o	   composto	   (NH4)2HPO4	  a	  partir	  

de	   H3PO4	   e	   NH4OH	   em	   THF	   e	   posteriormente	   adicionando	   o	   reagente	  

Ca(NO3)2.4H2O,	  realizando	  uma	  reação	  na	  interface	  sólido-‐liquido.	  	  
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-‐	  Coprodutos	  gerados	  pela	  reação	  química	  de	  síntese	  da	  HA:	  A	  grande	  maioria	  das	  

reações	  de	  síntese	  da	  HA	  gera	  coprodutos	  potencialmente	  tóxicos	  para	  as	  células,	  

exigindo	   uma	   etapa	   posterior	   de	   lavagem	   ou	   calcinação.	   A	   impossibilidade	   de	  

realização	  dessa	  etapa	  de	   lavagem	  acarreta	  na	  eliminação	  de	  um	  grande	  número	  

de	  reações	  disponíveis.	  Usando	  ainda	  como	  exemplo	  o	  trabalho	  de	  Raucci,	  devido	  à	  

produção	  de	  NH4NO3	  como	  coproduto	  da	  reação,	  os	  autores	  realizaram	  uma	  etapa	  

de	   imersão	   em	   água,	   uma	   vez	   que	   este	   sal	   é	   solúvel.	   Os	   diversos	   resultados	   de	  

caracterização	   biológica	   confirmaram	   a	   remoção	   deste	   coproduto	   do	   compósito	  

produzido	  (RAUCCI	  et	  al.,2010).	  	  

	  

3.1.5	   Biomineralização	   em	   Processo	   Biológicos	   como	   Inspiração	   para	   Novos	  

Materiais	  à	  Base	  de	  Hidroxiapatita.	  	  

	  

O	   termo	   biomineralização	   diz	   respeito	   ao	   processo	   de	   precipitação	   de	  

minerais	   que	   ocorre	   nos	   organismos	   vivos	   envolvendo	   moléculas	   orgânicas,	  

gerando	  estruturas	  híbridas	  complexas	  em	  termos	  de	  organização	  e	  adaptação	  às	  

suas	  funções.	  Existem	  mais	  de	  60	  minerais	  conhecidos	  usados	  de	  forma	  íntima	  com	  

matrizes	  orgânicas	  por	  seres	  vivos	  de	  todos	  os	  5	  reinos.	  Como	  exemplo	  do	  tipo	  de	  

estrutura	   extremamente	   complexa	   que	   pode	   ser	   formado	   em	   processos	   de	  

biomineralização	  temos	  o	  esqueleto	  de	  sílica	  da	  esponja	  Euplectella,	  apresentando	  

diversos	   níveis	   hierárquicos	   (Fig.	   2).	   	   Outros	   exemplos	   são	   as	   nanopartículas	   de	  

magnetita	  produzidas	  por	  bactérias	  que	  se	  guiam	  pelo	  campo	  magnético	  terrestre,	  

o	   carbonato	   de	   cálcio	   encontrado	   em	   diversos	   organismos	  marinhos	   e	   os	   ossos	  

encontrados	  nos	  vertebrados	  (NUDELMAN	  &	  SOMMERDIJK,	  2012).	  

	  

Os	   ossos	   são	   um	   exemplo	   de	   tecido	   formado	   por	   biomineralização	   cujo	  

entendimento	  do	  processo	  de	  formação	  é	  de	  grande	  interesse	  do	  ponto	  de	  vista	  da	  

engenharia	   de	   materiais,	   devido	   às	   ótimas	   propriedades	   mecânicas	   e	   complexa	  

estrutura	  hierárquica	  deste	  material.	  O	  tecido	  ósseo	  corresponde	  a	  um	  compósito	  

biomineralizado	   colágeno-‐HA	   (com	   outros	   componentes	   orgânicos	   em	   menor	  

proporção)	  de	  alta	  complexidade,	  apresentando	  diversos	  níveis	  hierárquicos,	  o	  que	  

promove	  uma	  ótima	  distribuição	  de	  tensões	  no	  material	  (WEINER	  &	  WAGNER,	  	  
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1998).	  	  A	  alta	  complexidade	  do	  tecido	  ósseo	  é	  fruto	  de	  um	  processo	  que	  pode	  ser	  

dividido	  em	  duas	  etapas:	  as	  fases	  primária	  e	  secundária	  de	  formação.	  Na	  fase	  	  

primária	   o	   osso	   se	   forma	   de	   forma	   rápida	   e	   desorganizada,	   sem	   uma	   grande	  

influência	   do	   colágeno	   em	   uma	   matriz	   de	   proteoglicanos.	   Na	   segunda	   etapa	   o	  

material	   formado	  na	  etapa	  1	  é	  remodelado	  em	  uma	  estrutura	  mais	  complexa	  em	  

que	   a	   mineralização	   é	   direcionada	   por	   fibrilas	   de	   colágeno,	   secretadas	   por	  

osteoblastos,	   e	   proteínas	   não	   colágenas,	   que	   embora	   não	   influenciem	   as	  

propriedades	  mecânicas	  por	  si	  só,	  desempenham	  papel	  importante	  na	  formação	  do	  

osso	  (OLSZTA	  et	  al,	  2012).	  Weiner	  e	  Wagner	  descreveram	  a	  estrutura	  óssea	  em	  7	  

níveis	   hierárquicos	   que	   podem	   ser	   observados	   na	   Fig.	   3	   (WEINER	   &	  WAGNER,	  

1998).	  

A	   complexidade	   estrutural	   do	   osso	   e	   suas	   ótimas	   propriedades	   mecânicas	  

levou	  os	  cientistas	  a	  desenvolver	  estratégias	  de	  síntese	  de	  materiais	  híbridos	  

Fig.	   2.	   Níveis	   hierárquicos	   no	   esqueleto	   da	   esponja	   Euplectella.	   (a)Esqueleto	  
completo	  (escala:	  1cm).	  (b)	  Maior	  magnificação	  da	  estrutura	  do	  esqueleto	  (escala:	  5mm).	  
(c)	   Imagem	  de	  microscopia	   eletrônica	  de	  varredura	  de	  uma	  seção	  da	  estrutura	   formada	  
por	   espículas	   agrupados	   (escala:	   100	   μm).	   (d)	   Imagem	   de	   MEV	   de	   uma	   única	   espícula	  
fraturada(escala:	  20	  μm).	  (e)	  Imagem	  de	  MEV	  de	  uma	  seção	  transversal	  de	  uma	  espícula	  
mostrando	   sua	   estrutura	   laminar	   (escala:	   5μM)	   (f)	   Imagem	   de	   MEV	   do	   espaço	  
interlaminar	   da	   espícula,	   revelando	   uma	   camada	   orgânica	   (escala:	   1	   μm).	   (g)	   Natureza	  
nanoparticulada	  da	  biosílica	  (escala:	  500	  nm).	  (NUDELMAN	  &	  SOMMERDIJK,	  2012).	  
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orgânico-‐HA	  que	  se	   inspiram	  no	  processo	  natural	  de	   formação	  do	  osso,	  um	  

processo	   dito	   biomimético,	   no	   sentido	   de	   criar	   um	   análogo	   ao	   que	   existe	   em	  

Nível	  1:	  Componentes	  
principais	  

Nível	  2:	  Fibrila	  de	  colágeno	  
mineralizada	  

Nível	  4:	  Diferentes	  padrões	  de	  arranjos	  
de	  fibras	  

Nível	  3:	  Arranjo	  de	  fibras	  

Nível	  5:	  Motivos	  cilíndricos	  

Nível	  6:	  Osso	  esponjoso	  x	  compacto	  

Nível	  7:	  Osso	  completo	  

Fig.	   3.:	  Níveis	  hierárquicos	  do	  osso	  secundário	  como	  descritos	  por	  

Weiner	  e	  Wagner	  (WEINER	  &	  WAGNER,	  1998).	  
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organismos	   vivos.	   Neste	   tipo	   de	   estratégia,	   moléculas	   orgânicas	   são	   utilizadas	  

como	  template	  no	  processo	  de	  mineralização	  da	  hidroxiapatita	  e	  outros	  minerais,	  

buscando-‐se	   maior	   controle	   do	   tamanho	   de	   partícula,	   melhor	   interação	   com	  

matrizes	   orgânicas	   e	   dispersão,	   criando-‐se	   um	   material	   compósito	   com	  

características	  mais	  próximas	  à	  do	  osso.	  Esta	  estratégia	  é	  considerada	  promissora	  

em	   contornar	   ao	   mesmo	   tempo	   o	   problema	   de	   dispersão	   da	   hidroxiapatita	   em	  

matrizes	  poliméricas	  e	  gerar	  um	  tamanho	  de	  cristalito	  mais	  homogêneo	  (SUPOVÁ,	  

2009).	  

	  

Pesquisadores	  realizaram	  a	  síntese	  da	  HA	  na	  presença	  de	  álcool	  polivinílico	  

(PVA)	   a	   partir	   de	   soluções	   aquosas.	   Os	   resultados	   indicam	   que	   o	   tamanho	   de	  

cristalito	  da	  HA	  sintetizada	  é	   influenciado	  pela	  massa	  molecular	  do	  polímero	  e	  a	  

concentração	  do	  mesmo	  em	  solução,	  de	  forma	  que	  o	  menor	  tamanho	  de	  cristalito	  

foi	  observado	  no	  caso	  do	  PVA	  com	  a	  maior	  massa	  molecular	  (MOLLAZADEH	  et	  al.,	  

2007).	  A	  HA	  teria	  precipitado	  através	  da	  interação	  com	  grupos	  negativos	  na	  cadeia	  

polimérica.	  O	  maior	  número	  de	  sítios	  de	  nucleação	  no	  polímero	  com	  maior	  massa	  

molecular	   teria	   produzido	   mais	   núcleos	   de	   HA	   e,	   portanto,	   menor	   tamanho	   de	  

cristalito.	  Os	  diferentes	  tamanhos	  obtidos	  com	  o	  aumento	  da	  massa	  molecular	  dos	  

polímeros	  podem	  ser	  visualizados	  na	  Fig.	  4.	  A	  síntese	  de	  HA	  também	  foi	  realizada	  

na	  presença	  de	  diversos	  polímero	   iônicos,	  que	  mostraram	  influência	  no	  processo	  

de	  cristalização	  da	  HA	  (KATO	  et	  al.,	  1997),	  servindo	  de	  sítios	  de	  nucleação	  para	  os	  

cristais	   e	   formando	   compósitos	   com	   propriedades	   mecânicas	   superiores	   às	   de	  

compósitos	  formados	  por	  mistura	  física.	  

	  

A	   hidroxiapatita	   também	   foi	   sintetizada	   na	   presença	   de	   diferentes	  

concentrações	  de	  lecitina	  (um	  fosfolipídeo)	  em	  soluções	  aquosas	  (	  WOJASINSKI	  et	  

al.,	   2015)	   resultando	   em	   menor	   tamanho	   de	   partícula	   com	   o	   aumento	   da	  

concentração	  de	   lecitina	  em	  solução	  e	  melhor	  dispersão	  das	  partículas	  de	  HA	  no	  

meio	  de	  reação.	  Fosfolipídios	  têm	  papel	  importante	  na	  biomineralização	  em	  vários	  

processo	  biológicos	  e	  vem	  sendo	  utilizados	  em	  diversos	  métodos	  de	  fabricação	  de	  

biomateriais	  (	  COLLIER	  &	  MESSERSMITH,	  2001).	  	  
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A	   síntese	   de	   HA	   na	   presença	   de	   proteínas	   também	   é	   alvo	   frequente	   de	  

estudos.	  Huang	  e	  colaboradores	  realizaram	  a	  síntese	  da	  HA	  na	  presença	  da	  fibroína	  

da	   seda,	   obtendo	   uma	   HA	   altamente	   dispersível	   em	   água	   devido	   à	   formação	   de	  

uma	   camada	   contendo	   cargas	   negativas	   de	   fibroína	   na	   superfície	   das	   partículas	  

(HUANG	   et	   al.,	   2014).	  Wang	   e	   colaboradores	   produziram	   compósitos	   de	   HA	   em	  

matriz	   formada	   por	   colágeno	   e	   fibroína	   por	   método	   biomimético,	   obtendo	   uma	  

proporção	  HA/matriz	  polimérica	  próxima	  à	  do	  osso	  (	  WANG	  et	  al.,	  2011).	  	  

	  

Fig.	  4.	   Imagens	  de	  MEV	  das	  amostras	  de	  HA	  sintetizadas	  na	  presença	  de	  PVA:	  (a)	  sem	  
presença	  de	  polímero,	  (b)	  na	  presença	  de	  polímero	  com	  massa	  molecular	  de	  22.000,	  (c)	  
na	   presença	   de	   polímero	   com	   massa	   molecular	   de	   88.000	   ,	   e	   (d)	   na	   presença	   de	  
polímero	  com	  massa	  molecular	  de	  145.000	  (MOLLAZADEH	  et	  al.,	  2007).	  
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O	   processo	   de	   biomineralização	   da	   HA	   também	   tem	   sido	   empregado	  

utilizando-‐se	   moléculas	   de	   DNA.	   Pesquisadores	   realizaram	   a	   precipitação	   de	  

cristais	  de	  HA	  ao	  longo	  de	  4	  semanas	  na	  presença	  de	  moléculas	  de	  DNA	  a	  partir	  de	  

solução	   de	   fluido	   corpóreo	   simulado	   (SBF),	   obtendo	   cristais	   com	   diversas	  

morfologias	   (TAKESHITA	  et	  al.,	  2013).	  Chen	  e	   colaboradores	  usaram	  um	  método	  

de	  síntese	  hidrotermal	  em	  conjunto	  com	  ultrassom	  para	  produzir	  partículas	  de	  HA	  

na	   presença	   de	  DNA	   e	   incorporar	   proteínas	   antibacterianas	   para	   liberação	   lenta	  

das	  mesma	  em	  aplicações	  biológicas	  (CHEN	  et	  al.,	  2016).	  

	  

3.2	  Borracha	  Natural	  
	   	  

3.2.1	  Histórico	  	  

	  

A	  borracha	  natural	  (NR)	  é	  um	  polímero	  natural	  obtido	  do	  látex	  da	  planta	  

Hevea	  brasiliensis,	   uma	  árvore	  originária	  da	   floresta	   tropical	  da	  Bacia	  Amazônica	  

sendo	  a	  principal	  fonte	  comercial	  deste	  material.	  O	  primeiro	  registro	  científico	  da	  

borracha	   natural	   foi	   feito	   por	   F.	   Fresneau	   (	   1703-‐1770),	   um	   cientista	   agrônomo	  

francês	  que	  viajava	  pela	  Guiana	  Francesa	  e	  Bacia	  Amazônica	  em	  busca	  de	  plantas	  

com	   possível	   utilidade	   econômica.	   Ele	   ficou	   interessado	   pelas	   propriedades	   de	  

árvores	   produtoras	   de	   borracha,	   escrevendo	   um	   relatório	   sobre	   as	  mesmas.	   Um	  

outro	   cientista	   francês,	   C.	   M.	   De	   la	   Condomine,	   teve	   acesso	   ao	   relatório	   de	   F.	  

Fresneau	   e	   apresentou	   seus	   resultados	   no	   encontro	   da	   Academia	   Francesa	   de	  

Ciências	  em	  Paris	  (HURLEY,	  1981;	  KOHJIYA	  &	  IKEDA,	  2014).	  

	  

	  Na	  Inglaterra	  em	  1770,	  Joseph	  Priestley,	  químico	  descobridor	  do	  oxigênio,	  

relatou	   a	   capacidade	  da	   borracha	  natural	   de	   apagar	   escritos	   feitos	   com	   lápis,	   no	  

entanto	  o	  material	  teve	  o	  grande	  uso	  pelo	  público	  pela	  primeira	  vez	  no	  século	  19,	  

através	   de	   tecidos	   impregnados	   com	   borracha	   natural.	   A	   impermeabilidade	   da	  

borracha	  natural	  aliada	  à	  sua	  elasticidade	  viabilizou	  a	  produção	  de	  capas	  de	  chuva	  

e	   outros	   tecidos	   impermeáveis	   por	   Charles	   Macintosh	   (1766-‐1843),	   um	  

empreendedor,	  e	  Thomas	  Hancock	  (1786–1865),	  um	  engenheiro	  (HURLEY,	  1981).	  
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Mas	   um	   dos	   marcos	   mais	   importantes	   relacionadas	   à	   borracha	   natural	   e	   à	  

indústria	  moderna	  foi	  o	  desenvolvimento	  do	  processo	  de	  vulcanização	  por	  Charles	  

Goodyear	   (GOODYEAR,	   1855).	   O	   processo	   consistiu	   na	   reticulação	   das	  

macromoléculas	   da	   borracha	   natural	   com	   enxofre,	   gerando	   uma	   rede	  

tridimensional	   estável.	   A	   descoberta	   possibilitou	   grandes	   avanços	   na	   indústria	  

moderna	   intensificados	   com	   a	   possibilidade	   de	   produção	   em	   massa.	   Durante	   a	  

segunda	   guerra	   mundial,	   borrachas	   sintéticas	   começaram	   a	   ser	   produzidas	   nos	  

Estados	  Unidos,	  Alemanha	  e	  União	  Soviética	  e	  desde	  então	  coexistem	  com	  a	  NR	  no	  

mercado	  internacional	  da	  borracha.	  No	  entanto,	  a	  NR	  ainda	  é	  preferida	  em	  muitas	  

aplicações	   devido	   às	   suas	   propriedades	   mecânicas	   superiores	   (HURLEY,	   1981;	  

KOHJIYA	  &	  IKEDA,	  2014).	  

	  

A	  produção	  mundial	  de	  borracha	  natural	   é	   feita	   toda	  a	  partir	  de	  árvores	  

originárias	  de	  mudas	  transportadas	  do	  Brasil	  para	  a	  Índia	  Britânica	  em	  1876,	  das	  

quais	   apenas	   2000	   mudas	   sobreviveram.	   Como	   consequência,	   a	   maioria	   das	  

arvores	   atuais	   são	   originárias	   de	   uma	   reserva	   pequena,	   apresentando	   baixa	  

variabilidade	  genética.	  Atualmente,	  o	  continente	  Asiático	  possui	  a	  grande	  maioria	  

da	  produção	  global	  (KOHJIYA	  &	  IKEDA,	  2014).	  	  

	  

3.2.2	  Composição	  do	  Látex	  da	  Hevea	  Brasiliensis	  

	  
O	   látex	  da	  Hevea	  brasiliensis	  consiste	  em	  uma	  suspensão	  coloidal	  em	  que	  

partículas	   de	   poli(cis-‐1,4-‐isopreno)	   (PI)	   são	   estabilizadas	   em	   uma	   fração	   aquosa	  

(soro)	   contendo	   diversos	   componentes	   não	   isoprenos,	   como	   proteínas,	   lipídeos,	  

carboidratos	  e	  íons	  inorgânicos.	  Quando	  o	  látex	  é	  centrifugado	  ele	  se	  separa	  em	  3	  

frações:	   uma	   fração	   superior	   contendo	   partículas	   de	   borracha;	   uma	   fração	  

intermediária,	   formada	   pelo	   soro;	   e	   fração	   do	   fundo	   contendo	   os	   lutóides,	  

organelas	   que	   desempenham	   funções	   bioquímicas	   na	   Hevea	   brasiliensis	   (Fig.	   5)	  

(Ferreira	  et	  al.,	  2009).	  

	  

A	  borracha	  consiste	  em	  30-‐35%	  em	  massa	  do	   látex	   fresco.	  Sua	  estrutura	  

química	  pode	  ser	  separada	  em	  3	  partes:	  um	  grupo	   terminal	  ω,	  uma	   longa	  cadeia	  

polimérica	  de	  PI	  e	  um	  grupo	  terminal	  α	  (SAKDAPIPANICH	  e	  ROJRUTHAI,	  2012).	  No	  
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caso	   da	   H.	   brasiliensis,	   estes	   grupos	   terminais	   ainda	   não	   foram	   completamente	  

descritos,	   mas	   estudos	   realizados	   em	   borrachas	   deproteinizadas	   sugerem	   que	   o	  

grupo	   terminal	   ω	   possui	   uma	   proteína	   (ou	   polipeptídeo)	   e	   o	   α	   possui	   um	  

fosfolipídio	  (ou	  ácido	  graxo)	  (Fig.6(a))	  (TARACHIWIN	  et	  al.,2005	  ;	  ROLLERE	  et	  al.,	  

2015	  ;	  KOHJIYA	  &	  IKEDA,	  2014).	  	   	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

	  

Fig.	  5.	  Diferentes	  frações	  do	  látex	  separáveis	  por	  centrifugação	  (FERREIRA	  et	  al.,	  

2009).	  

	  

Aproximadamente	  5%	  da	  borracha	  natural	  verde	  corresponde	  a	  proteínas,	  

lipídios,	  carboidratos	  e	  componentes	  inorgânicos.	  Esses	  componentes	  são	  a	  maior	  

diferença	   composicional	   da	   NR	   em	   relação	   ao	   PI	   sintético,	   podendo	   estar	  

dissolvidos	  no	   soro	  ou	   adsorvidos	   às	   partículas	   de	  borracha	   (SAKDAPIPANICH	  e	  

ROJRUTHAI,	   2012).	   As	   proteínas	   correspondem	   a	   1,5%	   em	  massa	   do	   látex,	   dos	  

quais	  25-‐30%	  estão	  ligadas	  às	  partículas	  de	  borracha,	  25%	  ligada	  à	  fração	  lutóide	  e	  

45%	   contidos	   no	   soro	   (WITITSUWANNAKUL	   &	   WITITSUWANNAKUL,	   2001).	  

Dentre	   as	   proteínas	   do	   látex	   existe	   uma	   fração	   de	   proteínas	   separada	   por	  

eletroforese	   denominada	   F1	   que	   possui	   propriedades	   regenerativas,	   gerando	  

interesse	  no	  meio	  científico	  no	  seu	  uso	  em	  aplicações	  médicas	  (BARREIROS	  et	  al.,	  

2014.)	  	  

Fração	  superior:	  
partículas	  de	  borracha	  

	  
Fração	  intermediária:	  
soro	  

	  
Fração	  inferior:	  fração	  
lutóide	  
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Fig.6.	   (a)	   Estrutura	   proposta	   da	   macromolécula	   de	   PI	   na	   NR,	   ligada	  

covalentemente	   à	   uma	  proteína	   e	   um	   lipídio,	   	   e	   (b)	  mecanismo	  por	   trás	   do	   aumento	  de	  

percentual	  de	  gel	  no	  látex.	  Elaborado	  a	  partir	  de	  figuras	  contidas	  em	  (SAKDAPIPANICH	  e	  

ROJRUTHAI,	  2012).	  

	  

Os	  lipídeos	  correspondem	  à	  aproximadamente	  1,3	  %	  do	  látex	  fresco	  e	  de	  

2,5-‐3,2%	  do	   látex	  seco.	  Dentre	  os	   lipídeos,	  18-‐25%	  correspondem	  à	   fosfolipídios,	  

25%-‐35%	   correspondem	   a	   glicolipídios	   e	   40-‐60%	   correspondem	   a	   lipídios	  

Lipídeo	  

Proteína	  

(a)	  

(b)	  
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neutros.	  Devido	  ao	  caráter	  anfótero,	  com	  uma	  cabeça	  negativa	  e	  uma	  cadeia	  apolar,	  

os	   fosfolipídeos	   estão	   envolvidos	   na	   estabilização	   coloidal	   do	   látex	   em	   conjunto	  

com	   proteínas	   negativamente	   carregadas	   (RIPPEL	   et	   al	   2003).	   Como	   citado	  

anteriormente,	   também	   estão	   presentes	   no	   grupo	   α	   terminal,	   ligados	  

covalentemente	  à	  cadeia	  de	  PI.	  

Acredita-‐se	  que	  as	  proteínas	  e	  lipídios	  ligados,	  assim	  como	  as	  proteínas	  e	  

lipídios	  livres,	  estariam	  por	  trás	  de	  algumas	  das	  característica	  únicas	  da	  NR.	  Estes	  

compostos	  estariam	  também	  por	  trás	  do	  efeito	  de	  formação	  de	  gel	  que	  se	  observa	  

em	  NR	   guardada	   por	   longo	   período,	   através	   da	   associação	   entre	   compostos	   não	  

isoprenos	  ligados	  e	  livres,	  formando	  uma	  rede	  tridimensional	  (SAKDAPIPANICH	  e	  

ROJRUTHAI,	  2012)	  (Fig.	  6).	  

	  

3.2.3	  	  Interações	  entre	  partículas	  e	  macromoléculas	  na	  borracha	  natural	  –	  
Bound	  Rubber	  Phenomenom	  
	  

O	  fenômeno	  da	  borracha	  ligada	  (bound	  rubber	  phenomenom)	  diz	  respeito	  à	  

quantidade	  de	  borracha	  que	  não	  pode	   ser	   separada	  de	  partículas	  de	   reforço,	   em	  

reforços	  que	  apresentam	  boa	  interação	  com	  a	  NR.	  Como	  resultado,	  observa-‐se	  uma	  

drástica	   diminuição	   na	   solubilidade	   da	   borracha	   natural	   em	   solventes	  

considerados	  “bons	  solventes”,	  com	  a	  formação	  de	  um	  gel	  formado	  por	  partículas	  

de	  carga	  ligadas	  às	  cadeias	  poliméricas.	  Em	  baixas	  quantidades	  de	  reforço	  disperso	  

na	   matriz,	   ou	   seja,	   com	   grande	   espaço	   entre	   partículas,	   as	   cadeias	   poliméricas	  

estão	   ligadas	  a	  apenas	  uma	  partícula,	  em	  apenas	  um	  ponto	  da	  macromolécula	  ou	  

múltiplos.	   Neste	   caso	   é	   formado	   um	   gel	   disperso.	   Um	   gel	   coerente	   é	   apenas	  

formado	   quando	   uma	   mesma	   macromolécula	   estará	   ligada	   à	   mais	   de	   uma	  

partícula,	  o	  que	  ocorre	  a	  partir	  de	  uma	  determinada	  concentração	  crítica	  (Fig.	  7)	  

(WOLF	  et	  al.,	  1993).	  

	  

Ainda	  não	  existe	  um	  completo	  entendimento	  do	  mecanismo	  de	   formação	  

da	  borracha	   ligada	   e	  da	   real	   natureza	  das	   interações	  partícula-‐polímero.	   Sabe-‐se	  

que	  pode	  ocorrer	  a	  formação	  de	  ligações	  químicas,	  como	  no	  caso	  de	  negro	  de	  fumo.	  

No	   entanto,	   o	   fenômeno	   também	   pode	   ser	   observado	   em	   situações	   em	   que	   só	  
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existe	  interações	  físicas,	  como	  no	  caso	  da	  sílica.	  Dentre	  os	  fatores	  que	  influenciam	  

a	  quantidade	  de	  borracha	  ligada	  estão	  o	  tamanho	  das	  partículas	  dispersas,	  o	  quão	  

bem	  dispersas	  estão	  estas	  partículas	  e	  a	  natureza	  química	  da	  superfície	  do	  reforço	  

(BLOW,	  1973).	  	  

	  

	  

Fig.	   7.	  Desenho	   esquemático	   representando:	   (a)	   interação	   simples,	   (b)	   interação	  

dupla(uma	  mesma	  macromolécula	  adsorvida	  em	  dois	  pontos),	  e	  (c)	  interação	  entre	  

duas	  partículas	  (adaptado	  de	  WOLF	  et	  al.,	  1993).	  

	  

No	  que	  diz	  respeito	  ao	  reforço,	  o	  fator	  mais	  importante	  é	  o	  tamanho	  médio	  

de	   partícula.	   Partículas	   maiores	   do	   que	   103	   nm	   não	   possuem	   a	   capacidade	   de	  

reforçar	   a	   NR,	   ou	   até	   mesmo	   apresentam	   um	   efeito	   negativo	   e	   aumentam	   a	  

viscosidade	  por	  um	  mero	  efeito	  hidrodinâmico.	  O	  reforço	  da	  matriz	  é	  obtido	  com	  

partículas	   menores	   do	   que	   100	   nm,	   no	   entanto	   a	   estrutura	   formada	   por	   essas	  

partículas	   é	   um	   fator	   decisivo.	   Duas	   classes	   de	   minerais	   são	   conhecidas	   por	  

oferecer	  capacidade	  de	  reforço	  significativa,	  negro	  de	  fumo	  e	  sílica.	  Outro	  fator	  que	  

influencia	   as	   interações	   borracha-‐partículas	   é	   a	   atividade	   da	   superfície	   das	  

partículas.	  Muitos	  fatores	  podem	  influenciar	  a	  atividade	  da	  superfície	  dos	  reforços,	  

desde	   forças	   de	   Van	   der	  Waals	   até	   interações	   químicas	   específicas,	   dependentes	  

(a)	  

(b)	  

(c)	  
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dos	  grupos	  químicos	  na	  superfície	  das	  partículas	  (LEBLANC,	  2002).	  Uma	  vez	  que	  o	  

efeito	   da	   atividade	   e	   a	   real	   interação	   partícula-‐macromolécula	   não	   é	   algo	  

completamente	   compreendido,	   se	   utiliza	   a	   quantidade	   total	   de	   borracha	   ligada	  

como	   uma	   medida	   dos	   fatores	   que	   envolvem	   este	   fenômeno.	   Os	   testes	   para	  

determinar	   o	   conteúdo	  de	  borracha	   ligada	  normalmente	   consistem	  na	   exposição	  

da	  NR	  por	  longos	  períodos	  de	  tempo	  à	  um	  bom	  solvente.	  O	  gel	  formado	  é	  separado	  

e	  seco,	  sendo	  pesado	  para	  se	  determinar	  a	  quantidade	  que	  não	  pode	  ser	  separada	  

da	  carga	  de	  reforço	  (LEBLANC,	  2002)	  .	  	  

	  

3.2.4	  Aplicação	  da	  Borracha	  Natural	  como	  Biomaterial	  
	  
	  

A	  NR	  possui	  propriedades	  interessantes	  do	  ponto	  de	  vista	  médico	  devido	  

aos	   seus	   compostos	   não	   isoprenos.	   O	   material	   teria	   propriedades	   regenerativas	  

devido	  à	  presença	  de	  uma	  fração	  de	  proteínas	  que	  induziria	  a	  formação	  de	  novos	  

vasos	   sanguíneos	   tendo	   efeito	   na	   regeneração	   de	   ferimentos	   (MRUE,	   2013).	   Os	  

estudos	  neste	  assunto	  são	  escassos,	  e	  não	  parece	  existir	  um	  real	  conhecimento	  do	  

mecanismo	  de	  atuação	  das	  proteínas	  e	  qual	  ou	  quais	  proteínas	  exatamente	  seriam	  

responsável	  pelo	  efeito	  observado.	  A	  borracha	  natural	  apresenta	  muitas	  moléculas	  

biológicas,	  tornando	  difícil	  o	  estudo	  de	  seus	  efeitos.	  Em	  todo	  caso,	  serão	  discutidos	  

os	  trabalhos	  mais	  relevantes	  envolvendo	  as	  aplicações	  biológicas	  da	  NR.	  

	  

Membranas	  não	  vulcanizadas	  de	  NR	  foram	  testadas	  em	  aumento	  de	  bexiga	  

em	  coelhos,	   promovendo	   regeneração	  do	  epitélio	   e	  da	  musculatura	  da	  bexiga	  de	  

forma	  organizada,	  sem	  a	  presença	  de	  vazamento	  de	  urina	  (DOMINGOS	  et	  al,	  2009).	  

Em	  outro	  estudo,	  autores	  determinaram	  a	  atividade	  angiogênica	  do	  soro	  do	  látex	  

através	   do	   ensaio	   de	   membrana	   cório-‐alantóide	   de	   embriões	   de	   galinha	   e	   a	  

capacidade	   regenerativa	   em	   ulceras	   em	   orelhas	   de	   coelho	   (MENDONÇA	   et	   al,	  

2009).	   O	   soro	   apresentou	   evidente	   efeito	   angiogênico	   e	   aumento	   de	  

permeabilidade	   vascular	   	   além	   de	   significante	   aumento	   na	   capacidade	   de	  

regeneração	   das	   ulceras.	   O	   mesmo	   efeito	   não	   foi	   observado	   quando	   o	   soro	   foi	  

fervido	  e	  tratado	  com	  proteases,	   indicando	  que	  o	  efeito	  provavelmente	  é	  causado	  

pela	  presença	  de	  proteínas.	  Em	  um	  estudo	  mais	  recente,	  uma	  fração	  de	  proteína	  do	  
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soro	   do	   látex,	   chamada	   pelos	   autores	   de	   F1,	   foi	   isolada	   e	   aplicada	   em	   lesões	  

controladas	   em	   nervos	   ciáticos	   de	   ratos,	   tendo	   o	   seu	   efeito	   comparado	   com	  

hidrogéis	   de	   ácido	   hialurônico	   (um	   carregador	   de	   substancias	   e	   fatores	  

frequentemente	   utilizado	   em	   reparação	   de	   tecido	   nervoso).	   A	   fração	   F1	   em	  

conjunto	  com	  o	  ácido	  hialurônico	  apresentou	  a	  recuperação	  mais	  satisfatória	  dos	  

nervo	  ciáticos,	  mostrando	  que	  este	  biomaterial	  possui	  propriedades	  regenerativas	  

também	  em	   tecido	  nervoso.	  Até	   então,	   este	   é	   o	   único	   estudo	  usando	  uma	   fração	  

isolada	  dos	  outros	  componentes	  do	  soro	  do	  látex	  (BARREIROS	  et	  al.,	  2014).	  

	  

O	   efeito	   angiogênico	   da	   borracha	   natural	   podem	   ser	   promissores	   em	  

aplicações	   ósseas	   uma	   vez	   que	   a	   regeneração	   do	   tecido	   ósseo	   é	   altamente	  

dependente	   da	   vascularização,	   e	   a	   falha	   em	   obtê-‐la	   é	   motivo	   de	   fracasso	   em	  

diversas	  aplicações	  médicas	  (MERCADO-‐PAGÁN	  et	  al.,	  2015).	  A	  regeneração	  óssea	  

adjacente	   à	   grânulos	   de	   borracha	   natural	   em	   alvéolos	   dentários	   de	   ratos	   foi	  

analisada	   quantitativamente,	   observando-‐se	   aceleração	   da	   formação	   de	   matriz	  

óssea	   paralelamente	   a	   uma	   diminuição	   na	   quantidade	   de	   tecido	   conjuntivo	   nas	  

áreas	   adjacentes	   ao	   implante	   e	   integração	   progressiva	   do	   material	   pelo	   tecido	  

ósseo	  (BALABANIAN	  et	  al,	  2006).	  Uma	  aplicação	  óssea	  promissora	  para	  a	  NR	  é	  a	  

regeneração	   óssea	   guiada,	   em	   que	   a	   regeneração	   de	   defeitos	   ósseos	   pode	   ser	  

prevista	   através	   da	   aplicação	   de	   uma	   membrana	   oclusiva	   que	   mecanicamente	  

excluiria	   populações	   celulares	   não	   osteogênicas	   dos	   tecidos	   moles	   adjacentes,	  

permitindo	   que	   células	   osteogênicas	   do	   tecido	   danificado	   proliferem	   na	   ferida	  

óssea,	  guiando	  a	  formação	  do	  tecido	  (Fig.	  8)	  (TAL	  et	  al.,	  2012	  ;	  RETZEPI	  &	  DONOS,	  

2010).	  Nos	  testes	  realizados	  em	  coelhos	  não	  foram	  observados	  sinais	  de	  alergia	  ou	  

reações	  inflamatórias	  ao	  corpo	  estranho	  e	  análise	  histológica,	  radiografia	  digital	  e	  

ressonância	  magnética	  indicaram	  uma	  diferença	  significativa	  na	  regeneração	  óssea	  

em	  comparação	  com	  o	  controle,	   indicando	  que	  a	  NR	  pode	  acelerar	  a	  regeneração	  

de	  defeitos	  ósseos	  (ERENO	  et	  al,	  2010).	  	  
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Fig.	  8.	  Procedimento	  de	  regeneração	  óssea	  guiada.	  (a)	  Identificação	  do	  defeito.	  (b)	  Defeito	  

é	   exposto	   e	   córtex	   ósseo	   é	   perfurado.	   (c)	   Membrana	   é	   colocada	   conforme	   o	   contorno	  

desejado	  do	  osso.	   (d)	  Após	   regeneração	  o	  osso	  apresenta	   contorno	  desejado	   (TAL	  et	   al.,	  

2012).	  

	  

A	   utilização	   de	   polímeros	   em	   aplicações	   ósseas	   frequentemente	   exige	   a	  

necessidade	   da	   dispersão	   de	   HA	   ou	   outros	   fosfatos	   de	   cálcio	   para	   se	   obter	  

melhores	   resultados	  na	   regeneração	  deste	   tecido.	  No	  entanto,	   até	  este	  momento,	  

são	  raros	  os	  estudos	  que	  trabalharam	  com	  NR	  aplicada	  em	  conjunto	  com	  FCs.	  Até	  a	  

publicação	   desta	   dissertação,	   apenas	   dois	   trabalhos	   foram	   identificados	   neste	  

aspecto	  (NASCIMENTO	  et	  al.,	  2014	  ;	  BORGES	  et	  al.,2015),	  os	  quais	  serão	  discutidos	  

posteriormente	  em	  mais	  detalhe	  devido	  ao	  grau	  de	  relação	  com	  o	  campo	  de	  estudo	  

desta	  dissertação.	  

	  

A	  NR	   também	   foi	  utilizada	  em	  blendas	  poliméricas	   com	  poli(lactídeo-‐co-‐

glicolídeo)	   (PLGA)	  na	   proporção	  de	   40%	  NR	   e	   60%	  PLGA	   em	  peso,	   corrigindo	   a	  

fragilidade	  do	  PLGA	  e	  aliando	  a	  propriedade	  de	  angiogênese	  à	  biodegradabilidade.	  

A	  mistura	  de	  polímeros,	  patenteada	  sob	  o	  nome	  de	  Cellprene,	   foi	  utilizada	  para	  a	  

fabricação	  de	  molas	  para	  expansão	  craniana	  em	  coelhos.	  Segundo	  os	  autores,	  este	  

foi	   o	   primeiro	   implante	   biodegradável	   e	   completamente	   integrado	   a	   demonstrar	  

efetividade	  significativa	  na	  expansão	  craniana	  (FALLER	  et	  al.,	  2015)	  (Fig.	  9).	  	  

a	   b	   c	   d	  
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Fig.	   9.	   Dispositivo	   de	   expansão	   craniana	   constituído	   pela	   blenda	   NR/PLGA:	  

Osteotomia	  à	  esquerda,	  mola	  colocada	  ao	  centro	  e	  retirada	  à	  direita	  (FALLER	  et	  al.,	  2015).	  

	  

Existem	   patentes	   na	   indústria	   que	   exploram	   as	   propriedades	  

regenerativas	   da	   NR	   em	   dispositivos	   em	   formato	   de	   membrana	   microporosa	  

(ZBOROVSKI	  &	  MRUE,	  1998)	  e	  na	  separação	  e	  purificação	  da	   fração	  de	  proteínas	  

angiogênica	  (MRUE,	  2013)	  referentes	  a	  produtos	  que	  já	  estão	  em	  comercialização.	  

A	   possibilidade	   de	   separar	   a	   fração	   de	   proteínas	   angiogênicas	   gera	   novas	  

possibilidades	  de	  aplicação	  não	  associadas	  à	  NR,	  como	  pomadas	  ou	  aplicação	  em	  

conjunto	   com	   outros	   polímeros.	   Um	   exemplo	   é	   a	   pomada	   REGEDERM®,	  

desenvolvida	   pela	   Pele-‐Nova	   Biotecnologia	   SA,	   que	   consiste	   em	   um	   gel-‐creme	  

contendo	  a	  proteína	  (http://www.pelenova.com.br).	  

	  

3.2.5	  Uso	  da	  Borracha	  Natural	  em	  Conjunto	  com	  Fosfatos	  de	  Cálcio	  
	  

Em	   “Production	   and	   characterization	   of	   natural	   rubber–Ca/P	   blends	   for	  

biomedical	   purposes”,	   Nascimento	   e	   colaboradores	   produziram	   materiais	  

compósitos	  consistindo	  de	  fosfatos	  de	  cálcio	  dispersos	  em	  uma	  matrizes	  de	  NR	  na	  

concentração	   em	   massa	   de	   10%	   (NASCIMENTO	   et	   al.,	   2014).	   O	   processo	   de	  

produção	   dos	   compósitos	   consistiu	   em	   uma	   simples	   mistura	   física	   dos	  
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componentes,	   em	   que	   a	   NR	   foi	   dissolvida	   em	   clorofórmio	   e	   o	   pó	   de	   fosfatos	   de	  

cálcio	   foi	   disperso	   por	   agitação	   mecânica,	   e	   posterior	   formação	   de	   filmes	   por	  

evaporação	   do	   solvente	   (Fig.	   10).	   Os	   fosfatos	   de	   cálcio	   foram	   sintetizados	   pelo	  

método	   sol-‐gel	   e	   geraram	  um	  produto	   contendo	  diversas	   fases	   :	   Ca5P8	   (47,8	  %),	  

CaCO3	  (36,3	  %),	  Ca(PO4)3OH	  (9,5	  %)	  e	  Ca	  (6,3	  %),	  sendo	  que	  não	  houve	  presença	  

de	   nenhuma	   das	   fases	   consideradas	   de	   maior	   interesse	   do	   ponto	   de	   vista	   de	  

aplicações	   biológicas,	   como	   a	   HA	   ou	   fosfatos	   tricálcicos.	   Ainda,	   a	   maioria	   das	  

partículas	  formadas	  teve	  tamanho	  de	  10	  e	  15	  μm,	  e	  houve	  presença	  de	  partículas	  

de	   até	   40	   μm,	   provavelmente	   devido	   às	   altas	   temperaturas	   empregadas	   no	  

processo,	   favorecendo	  o	   crescimento	  de	   grão.	  Estes	   valores	   estão	   acima	  do	   ideal	  

para	   aplicações	   biológicas,	   já	   que	   é	   conhecido	   que	   a	   bioatividade	   dos	   FCs	   é	  

influenciada	   pela	   área	   superficial	   (WANG	   et	   al.,	   2012	   ;	   SCHMIDT	   et	   al.,	   2009).	  

Quanto	  às	  propriedades	  mecânicas,	  os	  autores	  não	  observaram	  aumento	  de	  rigidez	  

com	  a	  adição	  dos	  FCs,	  o	  que	  pode	  ser	  devido	  à	  baixa	  interação	  das	  partículas	  com	  a	  

matriz	  de	  NR	  e	  ao	  elevado	  tamanho	  de	  partícula.	  É	  possível	  afirmar	  que	  se	  a	  carga	  

cerâmica	   tivesse	   tamanho	  nanométrico	  e	  estivesse	  nanodispersa	  na	  matriz,	   fosse	  

observado	   aumento	   no	   módulo	   de	   elasticidade	   devido	   à	   formação	   de	   borracha	  

ligada.	  

	  

O	   outro	   estudo,	   “Natural	   rubber	   latex	   coated	  with	   calcium	   phosphate	   for	  

biomedical	   application”,	   descreve	   a	   preparação	   de	   uma	   membrana	   	   de	   NR	  

recoberta	   com	   FCs	   por	   um	   processo	   dito	   biomimético,	   que	   consistiu	   na	  

precipitação	   dos	   FCs	   na	   superfície	   do	   material	   a	   partir	   de	   SBF	   (simulated	   body	  

fluid)	   ao	   longo	   de	   uma	   semana	   (BORGES	   et	   al.,	   2015).	   A	   borracha	   natural	   se	  

mostrou	   capaz	   de	   precipitar	   FC	   em	   sua	   superfície,	   indicando	   que	   a	   NR	   possui	  

grupos	  químicos	  em	  sua	  superfície	  que	  levam	  a	  crer	  que	  este	  material	  poderia	  ser	  

bioativo	   (embora	   ainda	   exista	   dúvida	   quanto	   à	   possibilidade	   de	   se	   fazer	   tal	  

afirmação	  pelo	  método	  de	  imersão	  em	  SBF).	  O	  produto	  precipitado	  foi	  considerado	  

multifásico,	  com	  presença	  de	  HA	  e	  outras	   fases	  de	  FC.	  O	   tamanho	  de	  partícula	  se	  

encontrou	   em	   uma	   larga	   faixa	   e	   considerado	   como	   dependente	   dos	   “diferentes	  

estágios	  de	  maturação”	  em	  que	  o	  precipitado	  se	  encontra.	  
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Fig.	  10.	  (a)	  FCs	  como	  sintetizados	  e	  (b)	  dispersos	  em	  NR	  (NASCIMENTO	  et	  al.,	  2014).	  
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4	  Materiais	  e	  Métodos	  
	  
	  

4.1	  Purificação	  da	  borracha	  natural	  

	  

A	   primeira	   etapa	   do	   processo	   de	   preparação	   consistiu	   na	   obtenção	   da	  

borracha	   natural	   (NR)	   a	   partir	   de	   látex	   da	   planta	   Hevea	   brasiliensis	   obtido	  

comercialmente	   (Maffer	   –	   origem	   Malásia).	   O	   látex	   comprado	   é	   centrifugado,	  

possuindo	  60%	  de	  teor	  de	  sólidos,	  quantidade	  maior	  em	  comparação	  com	  o	  látex	  

em	   sua	   forma	   original	   (30%	   de	   teor	   de	   sólidos).	   Devido	   ao	   processo	   de	  

centrifugação,	   parte	   de	   soro	   do	   látex	   é	   removida,	   e	   junto	   com	   ele	   parte	   das	  

proteínas	   hidrossolúveis	   sendo.	   Portanto,	   o	   material	   já	   possui	   teor	   reduzido	   de	  

proteínas.	  Como	  etapa	  adicional	  de	  purificação,	  foi	  feita	  a	  dissolução	  e	  precipitação	  

da	   NR.	   Primeiramente	   o	   látex	   foi	   coagulado	   por	   gotejamento	   em	   metanol	   sob	  

agitação.	  Após	  a	  evaporação	  do	  metanol	  em	  estufa	  a	  70	  ºC	  o	  mesmo	  foi	  cortado	  em	  

pequenos	  pedaços	  e	  dissolvido	  em	  clorofórmio,	  sendo	  posteriormente	  precipitado	  

novamente	  em	  metanol,	  processo	  que	  foi	  realizado	  3	  vezes.	  Alguns	  autores	  usaram	  

a	   NR	   como	   biomaterial	   sem	   purificação	   ou	   apenas	   centrifugada,	   inclusive	  

comercialmente	   (ZBOROWSKI	   &	   MRUE,	   2006	   ;	   NASCIMENTO	   et	   al.,	   2014).	   No	  

entanto,	  mesmo	  o	  material	  centrifugado	  pode	  ser	  alergênico,	  pois	  pacientes	  podem	  

desenvolver	  alergias	  às	  diferentes	  frações	  do	  látex	  (LAMBERTI	  et	  al,	  2015).	  	  

	  

4.2	  Preparação	  dos	  Compósitos	  Hidroxiapatita/Borracha	  Natural	  

	  

O	   método	   de	   síntese	   desenvolvido	   dos	   compósitos	   HA/NR	   teve	   como	  

objetivo	  executar	  a	  síntese	  da	  HA	  na	  presença	  das	  moléculas	  de	  NR,	  uma	  vez	  que	  

ela	  possui	  em	  sua	  macromolécula	  elementos	  que	  já	  foram	  reportados	  na	  literatura	  

como	   possíveis	   agentes	   na	   biomineralização:	   uma	   proteína	   e	   um	   fosfolipídio	  

(WOJASIŃSKI	  et	  al,	  2015	  ;	  EIDEN-‐AßMANN	  et	  al.,	  2001	  ;	  ).	  Para	  que	  a	  NR	  funcione	  

como	  agente	  de	  biomineralização	  é	  preciso	  que	  ela	  esteja	  em	  solução	  no	  momento	  

da	   adição	  dos	   reagentes.	   Para	   isso	   é	  necessário	   selecionar	  um	   solvente	   capaz	  de	  
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solubilizar	  tanto	  a	  NR	  quanto	  os	  regentes	  envolvidos	  na	  síntese	  da	  hidroxiapatita	  

(HA).	   Desenvolveu-‐se	   uma	   rota	   de	   síntese	   utilizando-‐se	   tetraidrofurano	   (THF,	  

99+%	  A.C.S.	  Reagent,	  Aldrich)	  como	  solvente.	  Os	  reagentes	  escolhidos	  para	  síntese	  

da	   HA	   foram	   Ca(NO3)2.4H2O	   (99%	   A.C.S.	   Reagent,	   Aldrich),	   H3PO4	   (85%,	  

DINAMICA)	  e	  NH4OH	  (20%,	  DINAMICA).	  A	  reação	  química	  ocorre	  conforme	  segue:

	   	   	  

	  

10Ca(NO3)2.4H2O+	  6H3PO4	  +	  20NH4OH	  →	  Ca10(PO4)6OH2	  +	  20NH4(NO3)+	  58H2O	  	  	  

(1)	  

	  

Foram	  produzidos	  compósitos	  com	  as	  concentrações	  de	  10,	  20	  e	  30%	  em	  

massa.	   As	   etapas	   do	   processo	   estão	   descritas	   no	   fluxograma	   da	   Fig.	   11.	  

Primeiramente	   a	   NR	   foi	   cortada	   em	   pequenos	   pedaços	   e	   dissolvida	   em	   THF	   na	  

concentração	  de	  0,05	  g/ml,	  sob	  agitação	  por	  24	  h.	  Após	  a	  dissolução	  completa	  da	  

NR,	   é	   adicionada	   uma	   solução	   0,5	   M	   de	   Ca(NO3)2.4H2O	   em	   THF	   e	   a	   mistura	   é	  

homogeneizada	  por	  30	  min.	  Em	  sequência,	  o	  pH	  da	  solução	  é	  regulado	  com	  NH4OH,	  

e	  medido	  com	  auxilio	  de	  um	  pHmetro,	  para	  valores	  de	  pH>10.	  	  A	  reação	  de	  síntese	  

da	  HA	  ocorre	   com	  a	   adição	  de	  uma	   solução	  0,3	  M	  de	  H3PO4	  	   em	  THF	  na	   taxa	  de	  

1ml/min.	  NH4OH	   foi	  utilizado	  para	  manter	  o	  pH>8	  durante	  a	  adição	  do	  H3PO4	  ,	   e	  

após	   término	   da	   adição	   de	   H3PO4	   o	   pH	   foi	   regulado	   em	   9	   e	   a	   mistura	   foi	  

envelhecida	  sob	  agitação	  por	  24	  h	  para	  assegurar	  a	  formação	  de	  HA.	  As	  soluções	  de	  

Ca(NO3)2.4H2O	   	   e	   	   H3PO4	   	   foram	   adicionadas	   em	   volumes	   correspondentes	   à	  

quantidade	   de	   HA	   desejada	   no	   compósito	   (10%,	   20%	   ou	   30%)	   e	   sempre	  

respeitando	   a	   razão	   Ca/P	   de	   5/3,	   correspondente	   à	   razão	   encontrada	   na	   HA	  

estequiométrica.	   Cada	   processo	   de	   síntese	   foi	   preparado	   para	   se	   obter	   5g	   de	  

material	   compósito.	   Os	   volumes	   de	   cada	   solução	   e	   a	   respectiva	   massa	   de	   HA	  

produzida	  para	  cada	  compósito	  estão	  apresentadas	  na	  tabela	  1.	  	  	  
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Fig.	  11.	  Fluxograma	  contendo	  as	  etapas	  da	  produção	  dos	  compósitos	  HA/NR	  

	  

Passadas	  24	  h	  de	  reação,	  a	  mistura	  foi	  vazada	  em	  uma	  placa	  de	  Petri	  para	  

evaporação	  do	  THF	  durante	  a	  noite	  e	  posterior	  evaporação	  em	  estufa	  à	  50	  ºC	  por	  3	  

h.	  Os	  filmes	  formados	  contém	  traços	  de	  solvente	  e	  NH4(NO3),	  uma	  vez	  que	  este	  é	  

um	   dos	   coprodutos	   da	   reação	   de	   síntese,	   	   sendo	   necessária	   a	   remoção	   destes	  

resíduos	  por	  imersão	  em	  água.	  	  A	  remoção	  foi	  realizada	  deixando	  o	  filme	  submerso	  

por	  48	  h	  em	  um	  Becker	  de	  1L,	  provocando	  o	  inchamento	  dos	  compósitos	  devido	  à	  

absorção	  de	  água.	  Após,	  foi	  feita	  uma	  nova	  etapa	  de	  secagem	  em	  estufa	  por	  24	  h	  à	  

50	  ºC.	   	  

	  
	  

NH4OH	  

H3PO4/THF	  

NR/HA/NH4(NO3)2	  

Compósitos	  HA/NR	  

NR/THF	  	   Ca(NO3)2.4H2O/THF	  

NR/Ca(NO3)2	  /NH4OH	  
PH>10	  

agitação	  por	  30	  min	  

NR/HA/NH4(NO3)/THF	  	  
pH>10	  

agitação	  por	  24	  h	  



	   31	  

Tabela	   1:	   Volumes	   das	   soluções	   utilizadas	   e	   a	   massa	   total	   de	   HA	   produzida	   em	   cada	  

compósito.	  

	  

	  

Também	  foi	  realizada	  uma	  reação	  de	  síntese	  da	  HA	  sem	  a	  presença	  de	  NR,	  

utilizando	  as	  mesmas	  concentrações	  utilizadas	  no	  compósito	  de	  30%	  HA,	  de	  forma	  

que	   única	   diferença	   na	   reação	   foi	   a	   presença	   ou	   não	   da	   NR,	   sem	   influência	   de	  

diferenças	  na	  concentração.	  A	  reação	  foi	  realizada	  adicionando-‐se	  30	  ml	  da	  solução	  

0,5M	  de	  Ca(NO3)2.4H2O/THF	  a	  70	  ml	  de	  THF,	   seguido	  de	   regulagem	  do	  pH>10	  e	  

adição	  de	  30	  ml	  da	  solução	  0,5	  M	  de	  H3PO4/THF.	   	  O	  efeito	  da	  NR	  na	  dispersão	  da	  

HA	  e	  o	  mecanismo	  proposto	  estão	  discutidos	  na	  seção	  5.1.	  

	  

4.	  3	  Separação	  das	  Partículas	  da	  Hidroxiapatita	  da	  Matriz	  Polimérica	  

	  

Para	  se	  caracterizar	  as	  partículas	  de	  HA	  sintetizadas	  na	  presença	  de	  NR	  foi	  

realizado	  um	  processo	  de	  separação	  para	  o	  compósito	  contendo	  30%	  HA.	  Após	  a	  

reação	  de	  síntese	  por	  24	  h,	  a	  mistura	  foi	  centrifugada	  a	  4.000	  rpm	  por	  15	  min.	  O	  

material	   precipitado	   apresentou	   caráter	   borrachoso	   e	   de	   cor	   branca,	  

aparentemente	  uma	  mistura	  de	  NR	  e	  HA,	  rica	  nesta	  última.	  O	  precipitado	  foi	  seco	  

em	  estufa	  para	  remoção	  de	  solvente	  agitado	  em	  1L	  de	  clorofórmio	  para	  separação	  

das	   partículas	   de	   HA	   da	   NR	   por	   decantação.	   O	   material	   não	   se	   solubilizou	  

completamente	  em	  clorofórmio	  mesmo	  após	  5	  dias	  de	  agitação	  no	  solvente,	  o	  que	  

indica	  alguma	  modificação	  química	  ou	  física	  causada	  no	  mat	  erial	  devido	  à	  reação	  

química	  de	  síntese	  da	  HA,	  uma	  vez	  que	  a	  NR	  sozinha	  se	  dissolveu	  completamente	  

em	   THF	   após	   24	   h.	   	   A	   porção	   das	   partículas	   separadas	   foi	   coletada	   para	  

caracterização	  por	  FTIR,	  MEV	  e	  DRX.	  Por	  praticidade,	  as	  partículas	  de	  HA	  obtidas	  

Quantidade	  
desejada	  de	  
HA	  na	  
amostra	  

Volume	  da	  
solução	  
NR/THF	  

(0.05	  g/ml)	  

Volume	  da	  solução	  
de	  

Ca(NO3)2.4H2O/THF	  
(0.5	  M)	  

Volume	  da	  
solução	  de	  
H3PO4/THF	  
(0.3	  M)	  

Massa	  total	  
de	  HA	  

10%	  HA	   90	  ml	   10	  ml	   10	  ml	   0.5	  g	  
20%	  HA	   80	  ml	   20	  ml	   20	  ml	   1.0	  g	  

30%	  HA	   70	  ml	   30	  ml	   30	  ml	   1.5	  g	  
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por	   síntese	   na	   presença	   de	   NR	   em	   THF	   serão	   chamadas	   de	   HA-‐NR-‐THF	   e	   as	  

amostras	  obtidas	  em	  THF	  serão	  chamadas	  de	  HA-‐THF.	  O	  método	  de	  centrifugação	  

do	  meio	  reacional	  foi	  utilizado	  devido	  à	  insolubilidade	  dos	  compósitos	  produzidos	  

em	  solventes	  considerados	  “bons	  solventes”	  para	  a	  NR,	  como	  THF	  e	  clorofórmio.	  

	  

4.4	  Obtenção	  do	  Teor	  de	  Hidroxiapatita	  no	  Material	  Compósito	  

	  

A	  quantidade	  de	  HA	  contida	  nos	  compósitos	  depende	  de	  quanto	  a	  reação	  

química	   de	   síntese	   se	   aproxima	   dos	   100%	   de	   rendimento.	   A	   análise	  

termogravimétrica	  diferencial	   (TGA)	   foi	  utilizada	  para	   se	  obter	  o	   real	  percentual	  

de	   HA	   nos	   compósitos	   (Discovery	   TGA,	   TA	   instruments).	   Os	   compósitos	   foram	  

produzidos	   com	   os	   percentuais	   em	   massa	   teóricos	   de	   10%,	   20%	   e	   30%.	   No	  

entanto,	   os	   percentuais	   reais	   de	   HA	   podem	   ser	   influenciados	   por	   variáveis	  

experimentais,	  como	  o	  tempo	  de	  reação.	  A	  análise	  foi	  conduzida	  em	  ar	  sintético	  a	  

uma	  taxa	  de	  aquecimento	  de	  10	  ºC/min,	  da	  temperatura	  ambiente	  até	  1.000	  ºC,	  o	  

que	  permitiu	  	  avaliar	  o	  redimento	  da	  reação	  química	  de	  precipitação	  da	  HA	  e	  o	  real	  

percentual	   nos	   compósitos.	   O	   TGA	   também	   foi	   usado	   para	   se	   tirar	   conclusões	   a	  

respeito	  da	  estabilidade	  térmica	  da	  HA	  produzida.	  A	  análise	  foi	  feita	  em	  triplicata	  

com	  amostras	  retiradas	  de	  diferentes	  regiões	  dos	  filme	  compósitos.	  

	  

4.5	  Análise	  de	  Fases	  

	  

A	  análise	  de	  fases	  foi	  feita	  através	  da	  espectroscopia	  de	  difração	  de	  raios-‐x	  

dos	  filmes	  compósitos	  e	  do	  pó	  de	  HA	  extraído	  do	  compósito	  contendo	  30%	  HA.	  Foi	  

utilizado	  o	  equipamento	  PHILIPS	  X’pert	  MPD,	  operando	  em	  40	  kV	  e	  40	  mA	  (Cu	  Kα),	  

em	   um	   intervalo	   2θ	   de	   20º	   -‐	   60º,	   empregando	   passo	   de	   0,02	   e	   2s	   de	   tempo	   de	  

aquisição	  para	  os	  filmes	  compósitos.	  	  Para	  as	  amostras	  de	  HA	  foi	  utilizado	  passo	  de	  

0,02	  e	  3s	  de	  tempo	  de	  aquisição.	  	  
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4.6	  Análise	  de	  Tamanho	  de	  Cristalito	  

	  

A	   análise	   de	   tamanho	   de	   cristalito	   foi	   realizada	   através	   da	   Lei	   Scherrer	  

com	   os	   resultados	   de	  DRX	   obtidos	   das	   partículas	   de	  HA	   sintetizadas	   com	   e	   sem	  

presença	   de	  NR.	   Ambas	   as	   reações	   foram	   realizadas	   de	   forma	   idêntica	   quanto	   à	  

concentração	  dos	  reagente,	  tendo	  como	  única	  diferença	  a	  presença	  ou	  não	  de	  NR.	  

Os	   picos	   dos	   espectros	   de	   DRX	   foram	   ajustados	   com	   funções	   lorentzianas	   	   para	  

deconvolução	   dos	   picos	   sobrepostos	   e	   obtenção	   da	   largura	   à	  meia	   altura	   com	   a	  

ajuda	  do	  software	  MagicPlot.	  	  

	  

4.7	  Análise	  FT-‐IR	  

	  

A	   caracterização	   dos	   grupos	   químicos	   presentes	   nas	   amostras	   foi	   feita	  

através	   da	   análise	   de	   infravermelho	   por	   transformada	   de	   Fourier	   (FT-‐IR).	   As	  

amostras	   do	  material	   compósito,	   NR	   e	   HA	   foram	   analisadas	   com	   a	   ajuda	   de	   um	  

Brucker	   Alpha	   equipado	   com	   acessório	   de	   Zn-‐Se	   no	   modo	   ATR	   no	   intervalo	   de	  

500-‐4000	  λ-‐1	  com	  resolução	  de	  4	  cm-‐1.	  

	  

4.8	  Microscopia	  Eletrônica	  de	  Varredura	  

	  

As	  imagens	  de	  microscopia	  eletrônica	  de	  varredura	  (MEV)	  foram	  feitas	  em	  

dois	   microscópios,	   um	   Carl	   Zeiss	   MEV	   EVO	  MA-‐50	   para	   as	   imagens	   de	   elétrons	  

retroespalhados	   e	   um	  Carl	   Zeiss	  MEV-‐FEG	  Auriga	   para	   as	   imagens	   com	   elétrons	  

secundários.	  As	  amostras	  de	  compósito	  foram	  cortadas	  e	  recobertas	  com	  carbono	  e	  

as	  amostras	  de	  HA	  foram	  analisadas	  em	  um	  monocristal	  de	  silício	  sem	  metalização.	  

A	  amostra	  HA-‐NR-‐THF	   foi	  dispersa	  no	   cristal	   gotejando-‐se	  a	   fração	  de	  partículas	  

que	   se	   mostrou	   mais	   dispersa	   em	   clorofórmio	   após	   5	   dias	   de	   solubilização	   do	  

compósito	   contendo	  30%	  HA	   e	   a	   amostra	  HA-‐THF	   foi	   dispersa	   em	   etanol	   com	   a	  

ajuda	   de	   ultrassom.	   As	   tensões	   utilizadas	   para	   as	   imagens	   com	   elétrons	  

retroespalhados	  e	  secundários	  foram	  15	  kV	  e	  2	  kV,	  respectivamente.	  	  
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4.9	  Caracterização	  mecânica	  

	  

A	  caracterização	  mecânica	   foi	   feita	  através	  da	  análise	  dinâmico-‐mecânica	  

(DMA)	   à	   temperatura	   ambiente,	   utilizando	   um	   aparelho	   TA	   Instruments	   DMA	  

Q800	  no	  modo	   tensão	   x	   deformação	  para	   amostras	   retangulares,	   até	   o	   limite	   de	  

deformação	   do	   aparelho,	   que	   ocorreu	   antes	   da	   falha	   dos	   filmes	   compósitos.	   As	  

amostras	  foram	  cortadas	  em	  tiras	  de	  18	  mm	  de	  comprimento,	  5	  mm	  de	  largura	  e	  

0,5	   mm	   de	   espessura.	   A	   análise	   foi	   feita	   em	   triplicata	   para	   a	   NR	   e	   compósitos	  

contendo	  de	  10%,	  20%	  e	  30%	  HA.	  Valores	  de	  modo	  elástico	   foram	  obtidos	  para	  

deformações	  a	  5%.	  
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5	  Resultados	  e	  Discussão	  
	  

	  

5.1	  Reação	  de	  Síntese	  

	  

Nesse	  estudo	  foram	  avaliados	  compósitos	  HA/NR	  nas	  concentrações	  10%,	  

20%	  e	  30%	  HA	  e	  amostras	  de	  HA	  sintetizadas	  na	  presença	  da	  NR	   (HA-‐NR-‐THF),	  

obtidas	  do	  compósito	  contendo	  30%	  HA,	  e	  sintetizadas	  apenas	  em	  THF	  (HA-‐THF).	  

O	  motivo	  da	  estratégia	  de	  reação	  adotada	  se	  deve	  ao	  fato	  da	  NR	  conter	  moléculas	  

biológicas	   ligadas	  à	  sua	  cadeia	  polimérica	  que	  poderiam	  exercer	  controle	  sobre	  o	  

tamanho	  de	   cristalitos	  das	  partículas	   sintetizadas	   e	  melhorar	   a	   sua	  dispersão	  na	  

matriz:	  um	  fosfolipídio	  e	  uma	  proteína	  (RAO	  &	  CÖLFEN,	  2016).	  Adicionando	  sítios	  

de	  nucleação	  através	  das	  macromoléculas,	  espera-‐se	  que	  as	  partículas	  apresentem	  

um	  tamanho	  de	  cristalito	  homogêneo.	  Este	  método	  também	  é	  vantajoso	  devido	  ao	  

menor	  número	  de	  etapas	  necessárias	  para	  se	  produzir	  o	  material.	  Caso	  a	  HA	  fosse	  

sintetizada	   separada	   da	   matriz	   de	   NR,	   seria	   necessário	   se	   realizar	   uma	   etapa	  

adicional	  para	  dispersão	  das	  partículas.	  Na	  estratégia	  proposta,	   as	  partículas	   são	  

nucleadas	   ao	   longo	   dos	   sítios	   de	   nucleação	   contidos	   nas	   macromoléculas,	  

precipitando	  já	  na	  forma	  dispersa.	  Um	  esquema	  para	  o	  mecanismo	  proposto	  para	  a	  

síntese	   	   é	   apresentado	   na	   Fig.	   12-‐I.	   A	   proteína	   e	   o	   fosfolipídio	   ligado	  

covalentemente	  à	  cadeia	  da	  NR	  possuem	  grupos	  negativos	  que	  poderiam	  atrair	  os	  

íons	  Ca2+,	  a	  partir	  dos	  quais	  a	  HA	  nuclearia	  com	  a	  adição	  do	  reagente	  contendo	  os	  

grupos	   PO43-‐,	   de	   forma	   íntima	   com	   a	   cadeia	   polimérica.	   Os	   sítios	   de	   nucleação	  

organizados	   ao	   longo	   da	   macromolécula	   adicionam	   ordem	   	   ao	   processo	   de	  

precipitação.	  

	  

Comparando-‐se	   o	   aspecto	   das	   misturas	   ao	   longo	   do	   processo	   de	  

precipitação	  fica	  evidente	  a	  diferença	  na	  dispersão	  do	  produto	  da	  reação	  (Fig.	  12-‐

II).	  O	  produto	  sintetizado	  na	  presença	  de	  NR	  teve	  aspecto	  leitoso	  e	  não	  foi	  possível	  

observar	  qualquer	  tipo	  de	  separação	  de	  fase	  ou	  partícula	  identificável	  a	  olho	  nu.	  	  
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HA-‐THF	   HA-‐NR-‐THF	  

Ca(NO3)2.4H2O	  

H3PO4	  

-‐	  
-‐	  -‐	  

-‐	  

-‐	  
-‐	  

-‐	  -‐	  

-‐	  
-‐	  -‐	  

-‐	  

-‐	  
-‐	  

-‐	  -‐	  

Ca2+	  

Ca2+	  Ca2+	  

Ca2+	   Ca2+	  

Ca2+	   Ca2+	  

Ca2+	  

-‐	  
-‐	  -‐	  

-‐	  

-‐	  
-‐	  

-‐	  -‐	  

Proteína	   Lipídio	   Cristal	  de	  Hidroxiapatita	  

I	  

II	  

Fig.	  12.	  I	  -‐	  Mecanismo	  de	  precipitação	  proposto,	  e	  II	  –	  efeito	  na	  dispersão	  em	  THF.	  	  
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Não	   foi	   observado	   qualquer	   tipo	   de	   produto	   decantado	   ou	   separação	   de	   fase	  

quando	   a	   agitação	   da	   mistura	   foi	   interrompida,	   indicando	   o	   caráter	   coloidal	   da	  

mistura.	   O	   produto	   da	   reação	   realizada	   apenas	   em	   THF	   teve	   um	   aspecto	  

completamente	  diferente,	  se	  aglomerando	  nas	  paredes	  do	  becker	  desde	  o	  início	  da	  

reação	  de	  síntese,	  provavelmente	  devido	  à	  maior	  diferença	  de	  polaridade	  entre	  HA	  

e	  THF	  em	  comparação	  com	  a	  diferença	  de	  polaridade	  entre	  HA	  e	  o	  vidro	  do	  becker.	  	  

	  

Os	   filmes	   produzidos	   apresentaram	   coloração	   branca	   opaca	   e	   aspecto	  

homogêneo,	  sem	  separações	  de	  fase	  visíveis,	  enquanto	  o	  filme	  de	  borracha	  natural	  

se	  mostrou	  transparente.	  Na	  Fig.	  13	  os	  filmes	  de	  NR	  e	  compósito	  contendo	  30%	  HA	  

são	  mostrados.	  

	  

	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  
	  

Fig.	  13.	  Filme	  de	  NR	  purificada	  (esquerda)	  e	  compósito	  contendo	  30%	  HA	  (direita).	  
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5.2	  Análise	  de	  Fases	  por	  Difração	  de	  Raios	  X	  
	  

A	   Fig.	   14	   	   apresenta	   o	   espectro	   de	   difração	   de	   raios	   X	   dos	   filmes	  

compósitos	   contendo	   10%,	   20%	   e	   30%	   de	   HA.	   Não	   são	   observados	   picos	  

referentes	   ao	   nitrato	   de	   amônio,	   o	   que	   significa	   que	   a	   remoção	   em	   água	   foi	  

eficiente.	  Não	   estão	  presentes	  picos	  de	  nenhuma	  outra	   fase	  de	   fosfatos	  de	   cálcio	  

como	   hidrogeno	   fosfato	   de	   cálcio	   (monetita:	   pico	   mais	   intenso	   em	   30,3º)	   ou	   β-‐

fosfatos	   tricálcicos	   (β-‐TCP:	  pico	  mais	   intenso	  em	  30,9º)	   comumente	  presente	  em	  

reações	  de	   síntese	   em	  que	  o	  pH	  não	   	   é	  mantido	  básico	   (TAKEUCHI	   et	   al.,	   2016	   ;	  

DUNCAN	  et	  al.,	  2014	  ;	  CIMDINA	  &	  BORODAJENKO,	  2012).	  O	  padrão	  referente	  à	  HA	  

torna-‐se	   mais	   evidente	   com	   a	   maior	   concentração	   nos	   compósitos	   (ficha	   no	   09-‐

0432-‐HA)	  .	  

	  

A	  Fig.	  15(a)	  apresenta	  um	  espectro	  de	  DRX	  da	  HA	  separada	  do	  compósito	  

contendo	  30%	  HA	  (HA-‐NR-‐THF)	  e	  a	  figura	  15(b)	  o	  espectro	  da	  amostra	  sintetizada	  

sem	  presença	  de	  polímero	  (HA-‐THF).	  Ambos	  os	  espectros	  correspondem	  à	  HA,	  sem	  

	  

Fig	  14.	  Padrões	  de	  DRX	  dos	  compósitos	  contendo	  10%,	  20%	  e	  30%	  HA.	  

o	  Hidroxiapatita	  
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presença	   de	   impurezas	   ou	   outras	   fases	   de	   fosfato	   de	   cálcio,	   e	   apresentam	   picos	  

largos	  e	  sobrepostos,	  característicos	  de	  HA	  nanocristalina.	  	  

	  

É	  possível	  se	  relacionar	  o	  alargamento	  dos	  picos	  de	  difração	  com	  fatores	  

instrumentais,	  deformação	  da	  rede	  e	  tamanho	  dos	  domínios	  cristalinos	  na	  amostra	  

(CULITY	  &	  STOCK,	  2014).	  O	  alargamento	  dos	  picos	  pode	  ser	  medido	  pela	  largura	  a	  

meia	  altura	  do	  pico	  (FWHM,	  do	  inglês	  full	  width	  at	  half	  maximum),	  ou	  dividindo	  a	  

integral	   do	   pico	   pela	   sua	   intensidade.	   Para	   se	   obter	   a	   influência	   no	   alargamento	  

apenas	  devido	  tamanho	  de	  cristalito	  da	  amostra	  é	  preciso	  primeiramente	  separar	  

os	  diferentes	  efeitos	  no	  alargamento,	  como	  segue.	  	  	  

	  

βobs	  =	  βtam	  +	  βinst	   	  	  	  	  	  	  (2)	  
	  

Onde	  βobs	  é	  ao	  alargamento	  observado	  total	  do	  pico,	  βinst	  	  é	  o	  alargamento	  
causado	  por	  fatores	  instrumentais,	  relativos	  a	  parâmetros	  físicos	  do	  difratômetro	  

utilizado,	   e	  βtam	  é	   o	   alargamento	   causado	   pelo	   tamanho	   reduzido	   dos	   domínios	  

cristalitos	   no	   material.	   Para	   se	   obter	   o	   valor	   de	   βinst	   	   foi	   realizada	   DRX	   de	   um	  
amostra	  padrão	  de	  silício	  em	  que	  não	  existem	  tensões	  não	  uniformes	  na	  rede	  e	  o	  

tamanho	  de	  cristalito	  é	  grande	  o	  suficiente	  para	  considerar	  o	  βtam	  desprezível	  (Fig.	  

16).	  O	  βinst	  foi	  obtido	  fazendo	  o	  ajuste	  de	  curvas	  dadas	  pela	  função	  de	  Lorentz.	  	  
	  

Para	  se	  obter	  informações	  a	  respeito	  do	  tamanho	  de	  médio	  de	  cristalito	  foi	  

realizado	  o	   fitting	  da	   curva	  utilizando	  a	   função	  de	  Lorentz	  para	   separar	  os	  picos	  

sobrepostos	   e	   remover	   o	   efeito	   da	   linha	   de	   base	   com	   a	   ajuda	   do	   software	  

MagicPlot.	  O	  tamanho	  de	  cristalito	  foi	  calculado	  pela	  lei	  de	  Scherrer,	  usando	  FWHM	  

como	  medida	  do	  alargamento	  dos	  picos,	  como	  segue:	  

	  

𝑡 = !.!
!  !"#!!        

                                            (3)	  	  

	  

.	  
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Fig.	   15.	   Padrães	   de	   DRX	   	   das	   amostras	   de	   HA	   usados	   para	   cálculo	   de	   tamanho	   de	  
cristalito	  pela	  Lei	  de	  Scherrer:	  (a)	  Sintetizada	  na	  presença	  de	  NR	  e	  (b)	  apenas	  THF	  
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Onde	   βobs	   =	   βtam	   +	   βinst	   ,	   	   θβ	   	   é	   o	   angulo	   correspondente	   ao	   máximo	   de	  

intensidade	  do	  pico,	  λ	  é	  o	  comprimento	  de	  onda	  (Cu	  Kα	  =	  1,5406	  A	  ̊	  ),	  t	  é	  o	  tamanho	  	  

médio	   dos	   domínios	   cristalinos	   e	  K	   é	   uma	   constante	   adimensional	   normalmente	  

tomada	  como	  valores	  entre	  0,86-‐0,94.	  Deve-‐se	  notar	  que	  o	   tamanho	  de	  cristalito	  

obtido	  pela	  lei	  de	  Scherrer	  deve	  ser	  tomado	  apenas	  como	  uma	  aproximação,	  pois	  

são	   feitas	  diversas	  suposições	  para	  a	  validade	  deste	  método.	   	  Uma	  das	  principais	  

fontes	   de	   erro	   está	   na	   determinação	   da	   constante	   K,	   pois	   é	   difícil	   determinar	   o	  

exato	   formato	   dos	   cristalitos,	   por	   isso	   normalmente	   a	   constante	   é	   	   arredondada	  

para	   0.9.	   No	   entanto,	   apesar	   das	   fontes	   de	   erro,	   a	   Lei	   de	   Scherrer	   ainda	   é	  

considerada	   uma	   poderosa	   ferramenta	   quando	   o	   objetivo	   é	   comparar	   diferentes	  

amostras	  (LANGFORD,	  1978).	  	  

.	  

Os	  picos	  em	  26.05º	  (θβ=(002))	  e	  33.04º	  (θβ=(300))	  foram	  avaliados	  com	  o	  

objetivo	   de	   se	   descobrir	   se	   existe	   um	   crescimento	   preferencial	   ao	   longo	   do	   eixo	  

002.	  Essa	  tendência	  depende	  da	  temperatura	  da	  etapa	  de	  envelhecimento.	  Se	  sabe	  

Fig.	   16.	   Padrão	   de	   DRX	   do	   padrão	   de	   silício,	   utilizado	   para	   calcular	   o	  

alargamento	  instrumental	  (βins	  )	  
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que	   HA	   com	   formato	   acicular	   é	   formada	   em	   temperaturas	   elevadas	   (T=80	   ºC)	  

(WANG	   et	   al.,	   2010	   ;	   RODRIGUES-‐LOURENZO	   &	   VALLET	   REGÍ,	   2000).	   Tal	  

crescimento	  anisotrópico	   levaria	  a	   texturas	  preferenciais,	   levando	  a	  variações	  no	  

tamanho	  de	  cristalito,	  observados	  como	  picos	  intensos	  em	  determinados	  ângulos.	  

Os	  valores	  de	  largura	  a	  meia	  altura	  e	  “t”	  estão	  apresentados	  na	  tabela	  2.	  

	  

Tabela	  2:	  Resultados	  de	  tamanho	  de	  cristalito	  obtidos	  pela	  Lei	  de	  Scherrer.	  

Método	  de	  síntese	  da	  

amostra	  
(hkl)	   θβ	  	  	   βtam	   t(nm)	  

Na	  presença	  de	  

polímero	  

(002)	   26.05	   0.338	   34.85	  

(300)	   33.03	   0.664	   14.78	  

Sem	  presença	  de	  

polímero	  

(002)	   26.06	   0.264	   51.01	  

(300)	   33.04	   0.537	   19.15	  

	  

	  

Como	  pode	  ser	  observado,	  o	  alargamento	  dos	  picos	  na	  amostra	  sintetizada	  na	  

presença	   de	  NR	   é	  maior,	   representando	   um	  menor	   tamanho	  médio	   de	   cristalito,	  

com	  dimensões	  de	  14.78	   -‐	   34.85	  nm,	   em	   comparação	   com	  a	   amostra	   sintetizada	  

apenas	   em	   THF,	   com	   dimensões	   de	   19.15	   -‐	   51.01	   nm.	   	   Quando	   se	   adiciona	   um	  

polímero	  em	  solução	  no	  momento	  da	  síntese,	  se	  coloca	  a	  disposição	  mais	  possíveis	  

sítios	  de	  nucleação	  para	  a	  precipitação,	  portanto,	  para	  um	  mesma	  quantidade	  de	  

material	  sintetizado	  é	  esperado	  um	  tamanho	  de	  cristalito	  menor	  (MOLLAZADEH	  et	  

al.,	  2007).	  No	  caso	  da	  NR,	  se	  tem	  como	  grupos	  terminais	  da	  cadeia	  polimérica	  uma	  

proteína	   e	   um	   fosfolipídio,	   que	   possuem	   grupos	   químicos	   negativamente	  

carregados,	  atraindo	  os	  íons	  cálcio,	  a	  partir	  dos	  quais	  ocorre	  a	  precipitação	  da	  HA.	  

Essa	   interação	   da	   cadeia	   polimérica	   é	   útil	   não	   apenas	   para	   se	   obter	   um	  menor	  

tamanho	   de	   cristalito,	   mas	   também	   para	   se	   obter	   uma	   distribuição	   mais	  

homogênea	  de	  tamanhos,	  melhor	  dispersão	  e	  maior	  interação	  da	  matriz	  polimérica	  

com	   as	   partículas,	   resultando	   em	  melhores	   propriedades	  mecânicas	   e	   biológicas	  

(NUDELMAN	  &	  SOMMERDIJK,	  2012).	  	  
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5.3	  Análise	  FTIR	  

	  
A	  análise	  espectroscópica	  de	   infravermelho	  por	   transformada	  de	  Fourier	  

(FTIR)	   permitiu	   confirmar	   a	   ausência	   de	   impurezas	   na	   amostra	   e	   fazer	   diversas	  

observações	   a	   respeito	  da	   estrutura	  química	  do	  material.	  No	   caso	  de	   fosfatos	  de	  

cálcio	   essa	   análise	   é	   importante,	   em	   complemento	   a	   técnica	   de	   DRX,	   para	  

comprovar	   a	   formação	   de	  HA	   através	   dos	  máximos	   de	   vibração	   de	   [OH-‐],	   	   obter	  

informações	   a	   respeito	   da	   estequiometria	   da	   HA	   formada	   e	   sua	   estabilidade	  

térmica.	   A	   HA	   biológica	   normalmente	   é	   deficiente	   em	   cálcio	   e	   apresenta	  

substituição	   por	   CO32-‐.	   Dois	   tipos	   de	   substituição	   são	   possíveis:	   (1)	   substituição	  

direta	  de	  OH-‐	  por	  CO32-‐	  (Tipo	  A	  de	  substituição	  (CO3)2-‐	  ↔	  2OH-‐)	  e	  	  (2)	  substituição	  

de	  	  PO43-‐	  em	  um	  grupo	  tetraedral	  por	  CO32-‐	  (substituição	  do	  tipo	  B).	  A	  substituição	  

de	   grupos	   pode	   provocar	   mudanças	   características	   em	   parâmetro	   de	   rede,	  

cristalinidade,	   simetria	   cristalográfica,	   estabilidade	   térmica,	   morfologia,	  

solubilidade,	  características	  químicas,	  físicas	  e	  biológicas.	  Os	  grupos	  químicos	  mais	  

característicos	  do	  FTIR	  da	  hidróxiapatita	  sintética	  são	  PO43-‐,	  OH-‐,	  CO32-‐,	  assim	  como	  	  

HPO42-‐,	  que	  caracteriza	  a	  HA	  não	  estequiométrica	  (Shi,	  2006).	  	  

	  

A	   borracha	   natural	   tem	   uma	   estrutura	   complexa	   com	   sobreposições	   de	  

bandas.	   Através	   do	   FTIR	   é	   possível	   distinguir	   entre	   uma	   NR	   purificada	   ou	   não	  

através	  de	  grupos	  amina	  e	  éster	  referentes	  a	  proteínas	  e	  lipídios.	  Recentemente	  o	  

FTIR	   foi	   usado	   para	   caracterizar	   o	   percentual	   lipídico	   e	   proteico	   da	   borracha	  

natural	  de	  forma	  quantitativa,	  sob	  a	  vantagem	  de	  ser	  um	  método	  não	  destrutivo	  (	  

ROLERE	  et	  al.,	  2015)	  

	  

Na	  Fig.	  17	  estão	  os	  espectros	  de	  FTIR	  da	  HA	  sintetizada	  in	  situ,	  da	  NR	  e	  do	  

o	  compósito	  30%	  HA.	  	  No	  espectro	  referente	  à	  HA	  (Fig.	  17	  (a))	  é	  observado	  o	  sinal	  

próximo	  a	  630	  cm-‐1,	  referente	  ao	  grupo	  [OH-‐],	  que	  comprova	  que	  o	  fosfato	  de	  cálcio	  

sintetizado	   é	   realmente	   HA.	   Outro	   pico	   considerado	   característico	   da	   HA	   se	  

encontra	  próximo	  à	  3570	  cm-‐1,	  no	  entanto	  este	  pico	  não	  se	  encontra	  nítido	  devido	  	  
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(a)	  

(b)	  

(c)	  

Fig.	  17.	  Espectros	  de	  (a)	  HA	  sintetizada	  na	  presença	  de	  NR,	  (b)	  NR	  e	  (c)	  compósito	  30%	  
HA.	  
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à	  banda	  referente	  à	  água	  adsorvida	  que	  se	  estende	  de	  2600	  a	  3600	  cm-‐1.	  	  As	  bandas	  

referentes	   a	   [PO43-‐]	   em	   460	   cm-‐1,	   560-‐600	   cm-‐1	   e	   1000-‐1100	   cm-‐1	   são	  

características	  de	  fosfatos	  de	  cálcio.	  	  Os	  sinais	  referentes	  a	  [CO32-‐]	  próximos	  à	  860	  

cm-‐1,	  1450	  cm-‐1	  e	  1640	  cm-‐1	  são	  característicos	  de	  presença	  de	  substituição	  do	  tipo	  

B,	  onde	  [CO32-‐]	  	  substitui	  os	  [PO43-‐]	  (MEEJOO	  et	  al.,	  2006).	  Também	  pode	  ser	  visto	  

um	  pico	  referente	  à	  [CO32-‐]	  adsorvido.	  Não	  se	  observam	  picos	  referentes	  a	  [HPO42-‐],	  

que	  seriam	  encontrados	  próximos	  a	  880	  cm-‐1,	  que	  caracterizam	  HA	  deficiente	  em	  

cálcio	   (KWON	  et	   al.,	   2003).	  A	  HA	  deficiente	   em	   cálcio	  possui	  menor	   estabilidade	  

térmica,	   sofrendo	  degradação	  para	  β-‐TCP	   entre	   600ºC	   -‐	   800	   ºC.	   Este	   resultado	   é	  

coerente	  com	  aquele	  de	  TGA,	  em	  que	  HA	  não	  sofreu	  grandes	  perdas	  de	  massa	  em	  

altas	  temperaturas,	  e	  sim	  uma	  pequena	  perda	  gradual,	  que	  pode	  ser	  relacionada	  a	  

liberação	  de	  [CO32-‐].	  	  

	  

Na	   Fig.	   17(b)	   apresenta-‐se	   o	   espectro	   referente	   à	   borracha	   natural	  

purificada.	   Entre	   2670	   cm-‐1	   e	   3050	   cm-‐1	   observa-‐se	   uma	   banda	   característica	  

referente	   a	   estiramentos	   simétrico	   e	   assimétricos	   de	   CH3	   e	   CH2.	   Observa-‐se	  

também	   estiramento	   simétrico	   C=C	   (1660	   cm-‐1)	   deformação	   assimétrica	   CH3	  

(1300-‐1375	   cm-‐1	   ),	   estiramento	   simétrico	   CH2	   	   (1241	   cm-‐1	   e	   1084	   cm-‐1	   ),	  

dobramento	   fora	  de	  plano	  C=C-‐H	  (	  840	  cm-‐1)	  e	  dobramento	  no	  plano	  C-‐C-‐C	   (567	  

cm-‐1).	   Em	   borrachas	   naturais	   não	   purificadas	   observam-‐se	   picos	   referentes	   a	  

proteínas	  (	  amida	  I	  e	  II:	  1541	  cm-‐1	  e	  1630	  cm-‐1,	  estiramento	  N-‐H:	  3283)	  e	  lipídios	  

(1711	   cm-‐1	   e	   1748	   cm-‐1)(	   ROLERE	   et	   al.,	   2015).	   Como	   pode	   ser	   observado	   nos	  

espectros	   da	   NR	   purificada	   e	   do	   compósito,	   estes	   picos	   não	   se	   encontram	  

presentes,	   significando	   que	   o	   produto	   final	   possui	   teor	   reduzido	   de	   proteínas	  

(observar	  região	  aumentada	  em	  Fig.	  17(c)).	  É	   importante	  poder	  dispor	  de	  outros	  

processos	  de	  purificação	  para	  a	  borracha	  natural	  além	  da	  centrifugação,	  uma	  vez	  

que	   esta	   remove	   apenas	   as	   proteínas	   que	   se	   encontram	   dissolvidas	   no	   soro	   do	  

látex,	  	  deixando	  presentes	  aquelas	  ligadas	  às	  partículas	  de	  borracha.	  Com	  o	  método	  

de	   purificação	   por	   precipitação	   após	   a	   centrifugação	   é	   possível	   remover	  

quantidades	  maiores	   de	   proteína	   caso	   se	  mostre	   necessário,	   e	   pode	   se	   escolher	  

entre	  realizar	  uma	  ou	  várias	  etapas	  de	  precipitação,	  dependendo	  da	  quantidade	  de	  

proteína	  deseja-‐se	  remover.	  Desta	  forma	  é	  possível	  utilizar	  a	  NR	  em	  aplicações	  em	  

que	  esta	  seria	  descartada	  devido	  ao	  seu	  conteúdo	  proteico.	  No	  entanto,	  é	  provável	  
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que	  a	  NR	  sem	  proteínas	  não	  possua	  as	  mesmas	  propriedades	  regenerativas	  do	  que	  

a	  NR	  que	   foi	   apenas	   centrifugada,	  uma	  vez	  que	  uma	  das	   frações	  de	  proteínas	  do	  

látex	  é	  angiogênica	  (BARREIROS	  et	  al.,	  2014	  ;	  MRUÉ,	  2013).	  Não	  foram	  observados	  

sinais	   de	  NR	   na	   amostra	   de	  HA	   separada	   do	   polímero	   (Fig	   17(a)).	   Isso	   pode	   ter	  

ocorrido	   porque	   a	   análise	   foi	   feita	   apenas	   nas	   partículas	   que	   se	   mostraram	  

desaglomeradas	  após	  5	  dias	  de	  agitação	  em	  clorofórmio,	  que	  provavelmente	  eram	  

aquelas	  que	  não	  estavam	  ligadas	  à	  NR	  ou	  tiveram	  sua	  interação	  quebrada	  devido	  

ao	  tempo	  de	  exposição	  ao	  clorofórmio.	  	  

	  

5.4	  Microscopia	  Eletrônica	  de	  Varredura	  
	  

A	   Fig.	   18	   apresenta	   imagens	   de	   MEV	   por	   elétrons	   retroespalhados	   das	  

superfícies	  dos	  filmes	  compósitos,	  contendo	  10	  %,	  20%	  e	  30%	  HA.	  Este	  modo	  de	  

imagem	  foi	  utilizados	  para	  se	  obter	  uma	  visão	  geral	  da	  dispersão	  das	  partículas	  na	  

matriz	  de	  NR	  devido	  ao	  maior	  contraste	  entre	  matriz	  e	  partícula,	  utilizando-‐se	  um	  

aumento	  de	  5.000x.	  No	  compósito	  de	  10%	  HA	  (Fig.	  18(a)),	  as	  partículas	  aparentam	  

estar	  bem	  dispersas	  na	  matriz,	   	  sem	  presença	  de	  regiões	  de	  grande	  aglomeração.	  

As	   amostras	   de	   20%	   e	   30%	   HA	   (Fig.	   18.	   (b)	   e	   (c))	   também	   apresentam	   boa	  

dispersão,	   no	   entanto	   são	   observadas	   algumas	   regiões	   de	   concentração	   de	  

partículas	  e	  dispersão	  menos	  homogênea	  que	  não	  foram	  encontradas	  na	  amostra	  

de	   10%	   HA.	   Todas	   as	   amostras	   aparentam	   ter	   uma	   superfície	   ondulada,	  

provavelmente	  como	  característica	  do	  processo	  de	  evaporação	  de	  solvente,	  em	  que	  

a	   superfície	   do	   filme	   solidifica	   antes	   do	   interior	   deixando	   o	   material	   com	   a	  

superfície	   tensionada.	   Também	   são	   observado	   vazios	   e	   bolhas,	   que	   podem	   ser	  

oriundos	   do	   NH4(NO3)	   e	   da	   água	   formada	   durante	   a	   reação	   de	   síntese,	  

posteriormente	   removidos	   na	   etapa	   de	   lavagem	   e	   evaporação,	   assim	   como	   da	  

evaporação	   do	   THF.	   Uma	   evaporação	   mais	   lenta	   poderia	   evitar	   o	   excesso	   de	  

deformação	   na	   superfície	   e	   vazios	   causados	   por	   bolhas	   aprisionadas,	  

característicos	  de	  rápida	  evaporação	  em	  filmes	  poliméricos.	  	  	  

	  

A	   	   Fig.	   19	   apresenta	   imagens	   por	   elétrons	   secundários	   das	   mesmas	  

amostras	  no	  entanto,	   com	  um	  maior	  aumento	  (50.000x).	  Neste	  modo	  de	   imagem	  

não	  se	  tem	  contribuição	  de	  elétrons	  de	  alta	  energia	  na	  formação	  da	  imagem,	  logo,	  	  



	   47	  

	  
	  
	  

	   	  
(a)	  

(b)	  

(c)	  

Fig.	  18.	  Imagens	  de	  MEV	  	  por	  elétrons	  retroespalhados	  dos	  compósitos	  contendo	  (a)	  
10%	  HA,	  (b)	  20%	  HA	  e	  (c)	  30%	  HA.	  	  Aumento	  =	  5.000	  X	  
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(a)	  

(b)	  

(c)	  

Fig.	  19.	  Imagens	  de	  MEV	  	  por	  elétrons	  secundários	  dos	  compósitos	  contendo	  (a)	  10%	  
HA,	  (b)	  20%	  HA	  e	  (c)	  30%	  HA.	  	  Aumento	  =	  50.000	  X	  
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são	   observadas	   apenas	   as	   partículas	   da	   superfície	   dos	   filmes.	   O	   compósito	  

contendo	  10%	  HA	  (Fig	  19(a))	  apresentou	  uma	  superfície	  lisa	  e	  com	  poucas	  regiões	  

em	  que	  partículas	  puderam	  ser	  discernidas	  da	  matriz,	  provavelmente	  devido	  à	  boa	  

dispersão	  das	  mesmas.	  No	  compósito	  contendo	  20%	  HA	  (Fig	  19(b))	  também	  foram	  

observadas	   regiões	   lisas,	   provavelmente	   correspondentes	   às	   regiões	   mais	   bem	  

dispersas	   nas	   imagens	   por	   elétrons	   retroespalhados.	   No	   entanto,	   também	   estão	  

presentes	  regiões	  com	  rugas	  em	  que	  as	  partículas	  são	  diferenciáveis	  da	  matriz.	  O	  

compósito	   contendo	   30%	   HA	   (Fig.	   19	   (c))	   apresentou	   as	   mesmas	   regiões,	   no	  

entanto	   em	   maior	   quantidade.	   Embora	   estas	   regiões	   tenham	   a	   aparência	   de	  

aglomerados	  na	  Fig.	  18,	  com	  maior	  aumento	  é	  possível	  observar	  que	  as	  regiões	  são	  

formadas	   na	   verdade	   por	   partículas	   esféricas	   menores	   do	   que	   100	   nm	   que	  

acompanham	  a	  rugosidade	  da	  superfície.	  

	  

As	   partículas	   de	   HA	   separadas	   do	   compósito	   contendo	   30%	   HA	   estão	  

apresentadas	   na	   Fig.	   20	   e	   as	   partículas	   sintetizadas	   sem	   polímero	   estão	  

apresentadas	  na	  Fig.	  21.	  Devido	  à	  insolubilidade	  do	  filme	  compósito	  em	  solventes	  

orgânicos	   após	   remoção	   de	   solvente,	   o	   método	   de	   separação	   consistiu	   na	  

centrifugação	  do	  meio	  reacional	  para	  separação	  das	  partículas	  após	  24	  h	  de	  reação,	  

e,	   uma	   vez	   que	   o	   material	   centrifugado	   aparentou	   conter	   NR,	   foi	   realizado	   um	  

processo	   de	   dissolução	   em	   clorofórmio	   por	   5	   dias	   seguido	   de	   decantação.	   O	  

material	  se	  mostrou	  menos	  solúvel	  do	  que	  antes	  da	  reação	  de	  síntese	  de	  HA,	  ainda	  

restando	   produto	   aparentemente	   ligado	   à	   NR	   após	   os	   5	   dias	   de	   contato	   com	   o	  

solvente,	  indicando	  algum	  grau	  de	  interação	  entre	  partículas	  e	  matriz	  polimérica.	  A	  

fração	   que	   se	   mostrou	   mais	   dispersa	   em	   clorofórmio	   foi	   gotejada	   em	   um	  

monocristal	  polido	  de	  silício	  e	  observada	  sem	  metalização.	  A	  amostra	  de	  HA-‐THF	  

foi	  dispersa	  em	  álcool	  etílico	  anidro	  e	  gotejada	  no	  substrato	  de	  silício.	  

	  

Foram	  encontrados	  dois	  tipos	  diferentes	  de	  regiões	  na	  amostra	  de	  HA-‐NR-‐

THF	  sobre	  o	  cristal	  de	  silício.	  Uma	  bem	  dispersa,	  em	  muito	  menor	  proporção,	  com	  

partículas	   separadas	   umas	   das	   outras,	   e	   outra	   	   formada	   por	   ilhas	   de	   partículas	  

agrupadas	  em	  blocos.	  
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	   	  (a)	  

(c)	  

(b)	  

Fig.	  20.	  Imagens	  de	  MEV	  	  por	  elétrons	  secundários	  das	  partículas	  de	  HA	  separadas	  do	  compósito	  contendo	  
30%	  HA:	   (a)	   região	  dispersa	   sobre	   substrato	   de	   silício(aumento	  de	  100.000x);	   (b)	   e	   (c)	   regiões	   contendo	  
blocos	   de	   partículas	   aparentam	   remoção	   incompleta	   de	   polímero	   (aumentos	   de	   300.000x	   e	   500.000x,	  
respectivamente).	  
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As	  partículas	  estão	  distribuídas	  desta	  maneira	  provavelmente	  devido	  a	  resquícios	  

de	   NR,	   representando	   uma	   remoção	   incompleta	   da	   mesma,	   o	   que	   pode	   ser	   um	  

indício	  de	  que	  houve	  uma	  forte	  interação	  entre	  a	  matriz	  de	  NR	  e	  as	  partículas	  de	  

HA.	   A	   característica	   de	   insolubilidade	   da	   borracha	   natural	   em	   solventes	   que	  

normalmente	   a	   dissolveriam	   devido	   à	   interação	   com	   partículas	   finamente	  

dispersas	  é	  bem	  conhecida	  e	  extensivamente	  descrita	  na	   literatura	  para	  diversos	  

tipos	   de	   cargas	   sob	   o	   nome	   de	   “fenômeno	   da	   borracha	   ligada”	   (bound	   rubber	  

phenomenom).	   Neste	   fenômeno,	   inicialmente	   observado	   para	   negro	   de	   fumo	  

disperso	   em	   NR,	   a	   diminuição	   na	   solubilidade	   do	   material	   é	   causada	   devido	   à	  

adsorção	   de	   moléculas	   de	   borracha	   na	   superfície	   das	   partículas,	   sendo	   uma	  

consequência	  da	  atividade	  de	  superfície	  do	  reforço	  	  (MEISSNER,	  1993).	  	  

	  
Este	  fenômeno	  se	  torna	  mais	  pronunciado	  em	  compósitos	  contendo	  cargas	  

nanométricas	   dispersas	   devido	   à	   maior	   área	   superficial	   (LEBLANC,	   2002	   ;	  

MEISSNER,	  1993).	  A	   insolubilidade	  observada	  para	  o	   compósito	  de	  30	  %	  HA	  em	  

clorofórmio	   e	   os	   resquícios	   de	   polímero	   observados	   nas	   partículas	   podem	   ser	  

devidos	   ao	   bound	   rubber	   phenomenom,	   que,	   embora	   largamente	   descrito	   na	  

literatura,	   nunca	   foi	   observado	  para	  partículas	  de	  HA.	  A	   interação	  da	  NR	   com	  as	  

partículas	   de	   HA	   pode	   ter	   sido	   intensificada	   devido	   ao	   método	   de	   síntese	  

empregado,	   em	   que	   a	   HA	   é	   formada	   na	   presença	   da	   NR,	   de	   forma	   muito	   mais	  

íntima	  do	  que	  se	  fosse	  sintetizada	  separadamente	  e	  depois	  adicionada	  ao	  polímero.	  	  

	  
As	   amostras	   HA-‐NR-‐THF	   e	   HA-‐THF	   apresentam	   tamanhos	   de	   cristalito	  

compatíveis	  com	  aqueles	  obtidos	  com	  a	  Lei	  de	  Scherrer.	  Os	  cristalitos	  aparentam	  

estar	   formando	   partículas	   separadas,	   ou	   seja,	   cada	   partícula	   corresponde	   a	   um	  

domínio	  cristalino.	  Os	  cristalitos	  são	  levemente	  alongados	  possuindo	  uma	  direção	  

preferencial	  de	  crescimento	  para	  ambas	  as	  amostras,	  mas	  este	  alongamento	  parece	  

mais	  acentuado	  na	  amostra	  HA-‐THF	  (Fig.	  21),	  o	  que	  também	  foi	  obtido	  utilizando	  a	  

lei	   Scherrer.	   Também	   nota-‐se	   que	   as	   partículas	   da	   amostra	   HA-‐THF	   possuem	  

bastante	   variação	   em	   seu	   formato	   e	   tamanho	   como	   pode	   ser	   observado	   na	   Fig.	  

21(b)	   e	   (c)	   onde	   são	   observados	   cristais	   desde	   agulhas	   até	   grãos	   esféricos.	   A	  

amostra	   HA-‐NR-‐THF	   por	   outro	   lado	   apresenta	   cristalitos	   homogêneos,	   com	  

tamanhos	  e	  formatos	  mais	  uniformes.	  Essa	  maior	  homogeneidade	  de	  tamanhos	  é	  	   	  
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	   	  (a)	  

(b)	  

(c)	  

Fig.	   21.	   Imagens	  de	  MEV	   	  por	  elétrons	  secundários	  das	  partículas	  de	  HA	  sintetizadas	  
em	   THF:	   (a)	   aumento	   de	   200.000x	   ;	   (b)	   aumento	   de	   300.000x;	   (c)	   aumento	   de	  
400.000x.	  
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reportada	   em	   HA	   sintetizada	   na	   presença	   de	   outras	   macromoléculas,	   e	   ocorre	  

devido	  ao	  maior	  número	  de	  sítios	  de	  nucleação	  em	  comparação	  com	  uma	  síntese	  

apenas	   em	   solvente,	   similarmente	   ao	   que	   acontece	   em	   organismos	   vivos	  

(WOJAZINSKI	   et	   al.,	   2015	   ;	   WANG	   et	   al.,	   2012).	   Durante	   a	   reação,	   a	   HA	   pode	  

nuclear	  em	  sítios	  organizados	  pela	  estrutura	  da	  molécula.	  

	  

5.5	  Análise	  Termogravimétrica	  	  
	  

A	   Fig.	   22	   mostra	   a	   análise	   termogravimétrica	   (TGA)	   e	   sua	   derivada	   pelo	  

tempo	   (DTGA)	   de	   uma	   amostra	   com	   30%	   HA	   analisada	   em	   atmosfera	   de	   ar	  

sintético.	   O	   conteúdo	   teórico	   esperado	   de	   HA	   foi	   comparado	   com	   o	   valor	  

experimental	  com	  o	  objetivo	  de	  se	  obter	  o	  rendimento	  da	  reação	  usando	  a	  análise	  

por	   TGA.	   A	   perda	   de	   massa	   por	   evaporação	   da	   água	   adsorvida	   corresponde	   a	  

aproximadamente	   1,29%.	   Na	   atmosfera	   de	   ar	   sintético	   a	   degradação	   da	   NR	  

ocorreu	  em	  duas	  etapas,	  como	  pode	  ser	  observado	  na	  curva	  DTGA,	  que	  apresenta	  

dois	  picos	  exotérmicos.	  A	  degradação	  da	  NR	  não	  ocorre	  antes	  de	  220	  ºC,	  e	  a	  partir	  

de	  500	  ºC	  já	  está	  completamente	  degrada,	  se	  apresentando	  como	  um	  processo	  em	  

duas	  etapas	  (CANZHONG	  et	  al.,	  2013)	  com	  eventos	  com	  máximos	  em	  375	  ºC	  e	  466	  

ºC.	  Não	   são	  observados	  picos	  de	  degradação	  de	  NH4NO3,	   o	  que	  demonstra	  que	  o	  

processo	  de	  remoção	  por	  lavagem	  em	  água	  foi	  eficiente.	  O	  gradual	  decrescimento	  

em	  massa	  entre	  500ºC	  e	  1000ºC	  se	  deve	  à	   lenta	  eliminação	  de	  grupos	  carbonato	  

ligados	  à	  HA,	  presença	  dos	  quais	  foi	  confirmada	  por	  FT-‐IR	  (seção	  5.3).	  	  Não	  houve	  

perda	  de	  massa	  significativa	  na	  região	  entre	  	  600–1000ºC,	  na	  qual	  conhecidamente	  

HA	   se	   transforma	   em	   β-‐TCP	   (CIMDINA	   &	   BORODAJENKO,	   2012	   ;	   MEEJOO	   et	   al.	  

2006).	  A	   reação	  de	  decomposição	  Ca10(PO4)6OH2	  →	  Ca3(PO4)2	  +	  CaO	  +	  H2O	  pode	  

ser	  promovida	  por	  pequena	  quantidades	  de	   impurezas	  ou	  não-‐estequiometria	  do	  

pó	   de	   HA	   (AHN	   et	   al.	   2001	   ;	   HUNG	   et	   al.,	   2012).	   A	   HA	   sintetizada	   se	   mostrou	  

termicamente	   estável	   até	   mais	   de	   900	   ºC.	   Com	   o	   uso	   da	   curva	   DTGA	   pode-‐se	  

afirmar	   que	   a	   perda	   de	   massa	   é	   lenta	   e	   quase	   insignificante	   em	   temperaturas	  

elevadas,	  e	  ocorre	  gradualmente	  com	  o	  aumento	  da	  temperatura,	  sugerindo	  que	  a	  

razão	  Ca/P	  é	  próxima	  àquela	  correspondente	  à	  da	  HA	  estequiométrica.	  

	  

Para	  analisar	  o	  produto	  de	  HA	  da	  reação	  obtida	  por	  precipitação,	  a	  análise	  	  
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TGA	   foi	   realizada	   para	   as	   composições	   de	   10,	   20	   e	   30%	   de	   HA	   em	   3	   pontos	  

diferentes	   dos	   compósitos.	   O	   teor	   real	   de	   HA	   no	   material	   compósito	   pode	   ser	  

determinado	  através	  da	  razão	  da	  massa	  final	  de	  HA	  a	  750	  ºC	  com	  aquela	  a	  220	  ºC,	  

que	   corresponde	   à	   amostra	   contendo	   apenas	   HA	   e	   polímero	   (MEENAN	   et	   al.,	  

2000).	  Os	  percentuais	  de	  HA	  experimentais	  foram	  plotados	  em	  relação	  aos	  valores	  

Fig.	  22.	  Curva	  TGA/DTGA	  da	  amostra	  30%	  HA	  
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Fig.	  23.	  O	  rendimento	  experimental	  e	  o	  calculado	  para	  a	  reação	  de	  síntese	  da	  HA	  (n=3).	  
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teóricos	   (Fig.	   23),	   que	   se	   referem	  a	  um	  valor	  que	   seria	   obtido	   caso	  os	   reagentes	  

reagissem	   por	   completo	   e	   não	   houvessem	   erros	   experimentais.	   Não	   houve	   uma	  

variação	  significativa	  observada	  para	  as	  amostras	  contendo	  diferentes	  quantidades	  

de	   HA.	   A	   inclinação	   da	   reta	   gerada	   da	   plotagem	   foi	   0,93,	   o	   que	   indica	   que	   o	  

rendimento	   da	   reação	   foi	   aproximadamente	   93%	   do	   calculado.	   Logo,	   pode-‐se	  

afirmar	   que	   as	   amostras	   denominadas	   como	   contendo	   10%,	   20%	   e	   30%	   HA	  

(calculado)	   na	   verdade	   são	   amostras	   contendo	   aproximadamente	   9,3%,	   18,6%	  e	  

27,9%	  	  de	  HA.	  

	  

5.6	  Caracterização	  Mecânica	  
	  

A	   análise	   por	   DMA	   foi	   utilizada	   para	   se	   obter	   uma	   relação	   entre	   o	  

percentual	   de	   hidroxiapatita	   presente	   no	   compósito	   e	   o	   aumento	   da	   rigidez	   na	  

forma	   de	   um	   ensaio	   de	   tração	   até	   a	   deformação	   máxima	   do	   aparelho.	   Foram	  

utilizadas	  amostras	  retangulares	  recortadas	  dos	   filmes	  produzidos.	  Um	  ensaio	  de	  

tração	  realizado	  até	  a	  falha	  não	  se	  mostra	  absolutamente	  necessário	  num	  primeiro	  

momento,	  uma	  vez	  que	  um	  biomaterial	  pouco	  provavelmente	  seria	  empregado	  até	  

as	  altíssimas	  deformações	  observadas	  para	  a	  borracha	  natural.	  A	  borracha	  natural	  

possui	  um	  módulo	  de	  elasticidade	  que	  varia	  conforme	  o	  percentual	  de	  deformação	  

Fig.	  24.	  Curvas	  Tensão	  x	  Deformação	  para	  a	  NR	  e	  o	  compósito	  contendo	  

30%	  HA.	  
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da	  amostra,	  desde	  deformações	  muito	  pequenas,	  não	  possuindo	  uma	  ampla	  região	  

elástica	   linear	  bem	  definida.	  Portanto,	  usualmente	  se	  usam	  valores	  de	  módulo	  de	  

elasticidade	   pontuais	   indicados	   para	   diferentes	   deformações	   (GORDON,	   1976).	  

Foram	  escolhidas	  as	  deformações	  a	  5%,	  como	  demonstrado	  na	  Fig.	  24	  para	  NR	  e	  os	  

compósito	  HA/NR.	  	  

	  

Na	  Fig.	  25	  estão	  apresentados	  os	  valores	  de	  módulo	  de	  elasticidade	  para	  

todas	  as	  amostras.	  O	  módulo	  de	  elasticidade	  da	  NR	  foi	  de	  0,75	  ±	  0,01	  MPa.	  Todas	  as	  

amostras	  contendo	  HA	  apresentaram	  aumento	  no	  módulo,	  significando	  que	  houve	  

interação	  satisfatória	  das	  partículas	  com	  a	  matriz.	  O	  compósito	  contendo	  10%	  HA	  

apresentou	  o	  módulo	  de	  0,99	  ±	  0,02	  MPa.	  Houve	  um	  maior	  aumento	  proporcional	  

ao	  percentual	  de	  HA	  para	  os	  compósitos	  contendo	  20%	  HA	  e	  30%	  HA,	  sendo	  1,72	  ±	  

0,09	  Mpa	  e	  2,50	  ±	  0.08	  MPa,	  respectivamente.	  É	  possível	  que	  isto	  ocorra	  devido	  a	  

existência	   de	   um	   ponto	   crítico	   de	   concentração	   em	   que	   a	   proximidade	   entre	   as	  

partículas	  é	   tal	  que	  permite	  que	  as	  cadeias	  poliméricas	  se	   liguem	  a	  mais	  de	  uma	  

partícula,	   gerando	   uma	   rede	   tridimensional,	   aumentando	   a	   quantidade	   de	  

borracha	   ligada	   e	   o	   módulo	   de	   elasticidade	   do	   material	   (LEBLANC,	   2002).	   É	  

importante	   notar	   que	   a	   produção	   de	   compósitos	   HA/NR	   por	   mistura	   física	   não	  

Fig.	  25.	  	  Variação	  do	  módulo	  de	  elasticidade	  a	  5%	  de	  deformação	  com	  o	  percentual	  teórico	  de	  HA.	  
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gerou	  um	  aumento	  no	  módulo	  de	  elasticidade	  para	  compósitos	  contendo	  10%	  HA	  

(NASCIMENTO	   et	   al.,	   2014),	   podendo	   significar	   que	   o	  método	   de	   precipitação	   in	  

situ	   proporcione	   maior	   interação	   e	   dispersão	   na	   matriz	   polimérica	   do	   que	   uma	  

simples	  mistura	  física.	  	   	  
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6.	  Conclusões	   	  
	  
	  

Compósitos	   HA/NR	   nas	   concentrações	   de	   10%,	   20%	   e	   30%	   HA	   foram	  

sintetizados	   in	   situ	   por	   uma	   reação	   de	   precipitação	   não	   aquosa	   à	   temperatura	  

ambiente	  na	  presença	  de	  NR.	  As	  partículas	  se	  mostraram	  bem	  dispersas	  no	  meio	  

durante	   a	   reação	   de	   síntese	   e	   não	   apresentaram	   segregação	   visível	   a	   olho	   nu.	  

Diferentemente,	  a	  HA	  sintetizada	  em	  THF	  sem	  presença	  de	  NR	  gerou	  um	  produto	  

aglomerado,	   indicando	   que	   a	   presença	   de	   NR	   durante	   a	   precipitação	   atuou	   de	  

forma	  determinante	  na	  dispersão	  das	  partículas.	  	  

	  

A	   análise	   por	  DRX	  mostra	   que	   a	  HA	   foi	   a	   única	   fase	   de	   fosfato	   de	   cálcio	  

formada	  em	  todos	  as	  amostras,	   indicando	  que	  o	  controle	  do	  pH	  e	  estequiometria	  

entre	   reagentes	  precursores	   foi	   suficiente	  para	  exercer	   controle	   sobre	  o	  produto	  

formado.	   As	   partículas	   removidas	   do	   compósito	   contendo	   30%	   HA	   foram	  

comparadas	   quanto	   ao	   tamanho	   de	   cristalito	   com	   aquelas	   sintetizadas	   sem	  

presença	  de	  NR	  utilizando	  a	  Lei	  de	  Scherrer,	  indicando	  que	  o	  produto	  formado	  na	  

presença	   de	   borracha	   natural	   apresentou	   domínios	   cristalinos	   com	   tamanho	  

médio	   inferior,	   e	   ambas	   as	   amostras	   apresentaram	   crescimento	   preferencial	   no	  

eixo	  (002).	  	  

	  

As	  imagens	  de	  MEV	  por	  elétrons	  retroespalhados	  da	  superfície	  dos	  filmes	  

compósitos	   indicaram	   que	   a	   amostra	   contendo	   10%	   HA	   apresenta	   melhor	  

dispersão	  que	  as	  amostras	  contendo	  20%	  e	  30%	  HA,	  e	  existe	  a	  presença	  de	  vazios	  

na	  amostra,	  provavelmente	  causada	  por	  bolhas	  aprisionadas	  durante	  a	   formação	  

dos	   filmes	   por	   evaporação	   e	   remoção	   de	   NH4(NH3).	   As	   imagens	   por	   elétrons	  

secundários	   da	   amostra	   contendo	   10%	   HA	   não	   revelaram	   muitos	   pontos	   na	  

superfície	   em	   que	   partículas	   puderam	   ser	   discernidas	   da	   matriz	   devido	   à	   boa	  

dispersão	   das	   partículas,	   enquanto	   as	   amostras	   contendo	   10%	   e	   20%	   HA	  

apresentaram	  regiões	  com	  rugosidades	  contendo	  regiões	  com	  HA	  nanodispersa	  e	  

outras	   regiões	   planas	   com	   menor	   visibilidade	   de	   partículas.	   As	   imagens	   por	  

elétrons	   secundários	   das	   partículas	   de	   HA	   (HA-‐NR-‐THF	   e	   HA-‐THF)	   revelaram	  
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nanopartículas	   com	   tamanhos	   compatíveis	   com	   aqueles	   obtidos	   pela	   Lei	   de	  

Scherrer	   e	   com	   crescimento	   preferencial	   em	   uma	   direção,	   indicando	   que	   as	  

partículas	   são	   domínios	   monocristalinos.	   	   As	   partículas	   HA-‐NR-‐THF	   possuem	  

tamanho	  de	  cristalito	  visivelmente	  mais	  homogêneo	  do	  que	  as	  partículas	  HA-‐THF	  e	  

aparentam	  estar	  embebidas	  no	  que	  parecem	  ser	  restos	  de	  NR.	  A	  boa	  dispersão	  das	  

partículas,	  assim	  como	  o	  seu	  tamanho	  reduzido,	  podem	  ter	  gerado	  uma	  interação	  

física	  entre	  partículas	  e	  macromoléculas	  forte	  o	  suficiente	  para	  se	  obter	  borracha	  

ligada.	   O	   resultados	   da	   caracterização	  mecânica	   por	  DMA	   reforça	   a	   ideia	   de	   que	  

houve	   boa	   dispersão	   das	   partículas,	   uma	   vez	   que	   todos	   os	   compósitos	  

apresentaram	  um	  módulo	  de	  elasticidade	  superior	  ao	  da	  borracha	  natural	  pura,	  e	  o	  

aumento	  no	  módulo	  de	  elasticidade	  mais	  acentuado	  para	  as	  concentrações	  maiores	  

de	  HA	  indicam	  uma	  concentração	  crítica	  que	  marca	  a	  transição	  de	  um	  gel	  disperso	  

para	  um	  gel	  coerente.	  

	  

O	  percentual	  real	  de	  HA	  nos	  compósitos	  foi	  analisado	  por	  TGA,	  revelando	  

que	  o	  rendimento	  da	  reação	  de	  síntese	  de	  HA	  ficou	  próxima	  de	  93%,	  portanto	  os	  

compósitos	   calculados	   para	   conter	   10%,	   20%	   e	   30%	   HA	   na	   verdade	   possuem	  

9.3%,	   18.6%	   e	   27.9%	   HA,	   respectivamente.	   Foi	   observado	   ainda	   que	   a	   HA	  

sintetizada	  apresentou	  boa	  estabilidade	  térmica	  até	  1000	  ºC,	  	  o	  que	  é	  um	  sinal	  de	  

pureza	   e	   de	   que	   apresenta	   razão	   Ca/P	   próxima	   à	   estequiométrica.	   De	   forma	  

complementar,	   os	   espectros	   de	   FTIR	  da	  HA	   apresentaram	  bandas	   características	  

de	  uma	  HA	  	  sem	  deficiência	  de	  cálcio	  e	  com	  substituição	  PO43-‐	  por	  CO32-‐,	  além	  de	  

comprovar	  que	  o	  processo	  de	  purificação	  utilizado	  foi	  bem	  sucedido	  em	  reduzir	  o	  

conteúdo	  proteico	  da	  NR,	  	  o	  que	  pode	  ser	  importante	  dependendo	  de	  sua	  aplicação	  

médica.	  	  
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7	  Anexo:	  	  	  
Scaffolds	  Hidroxiapatita/Poli(lactídeo-‐co-‐
glicolídeo/Borracha	  Natural	  por	  Inversão	  de	  Fase	  
	  
	  

7.1	  Introdução	  
	  

Após	  a	  caracterização	  dos	  compósitos	  HA/NR,	  a	  mesma	  reação	  de	  síntese	  	  

foi	  utilizada	  na	  produção	  de	  scaffolds	   compósitos	  de	  HA	  dispersa	  em	  uma	  matriz	  

formada	  por	  Poli(lactídeo-‐co-‐glicolídeo)	  (PLGA)	  e	  NR	  nas	  proporções	  em	  massa	  de	  

60%/40%,	  uma	  blenda	  patenteada	   sob	  o	  nome	  de	  CELLPRENE	   (MARQUES	  et	   al,	  

2011).	   A	   blenda	   CELLPRENE	   já	   foi	   caracterizada	   quanto	   às	   suas	   propriedades	  

mecânicas	   e	   biocompatibilidade	   em	   trabalhos	   anteriores	   do	   LABIOMAT,	  

apresentando	  resultados	  promissores.	  	  Foram	  obtidos	  resultados	  de	  citotoxicidade	  

compatível	  com	  a	  de	  polímeros	  já	  amplamente	  usados	  na	  prática	  clínica	  (KIM	  et	  al.,	  

2014),	  e	  quando	  a	  blenda	  foi	  aplicada	  em	  um	  dispositivo	  de	  expansão	  craniana	  em	  

ratos,	   foi	   osteointegrada	   (FAlLER	   et	   al.,	   2015).	   A	   dispersão	   de	   HA	   na	   matriz	  

NR/PLGA	   poderia	   gerar	   um	   produto	   com	   aplicações	   direcionadas	   para	   a	  

regeneração	  de	  tecidos	  ósseos,	  aliando	  as	  propriedades	  de	  bioatividade	  da	  HA	  às	  

propriedades	  mecânicas	  e	  regenerativas	  da	  NR	  e	  à	  biorearbsorção	  do	  PLGA.	  	  

	  

Nesta	   seção	   serão	   apresentados	   os	   procedimentos	   experimentais	   e	  

resultados	   preliminares	   da	   caracterização	   de	   um	   scaffold	   contendo	   10%	   HA	   na	  

matriz	  PLGA/NR.	  	  
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7.2	  Materiais	  e	  métodos	  
	  

7.2.1	  Preparação	  dos	  Scaffolds	  Hidroxiapatita/Borracha	  Natural/Poli(lactídeo-‐
co-‐glicolídeo)	  
	  

Após	   caracterização	   dos	   compósitos	   HA/NR,	   partículas	   de	   HA	   e	  

conhecimento	   de	   rendimento	   da	   reação,	   a	   síntese	   da	   HA	   na	   presença	   de	   NR	   foi	  

utilizada	  na	  produção	  de	  scaffolds	  de	  HA/NR/PLGA	  com	  concentração	  de	  10%	  HA.	  

A	   matriz	   foi	   utilizada	   nas	   proporções	   40%	   NR	   /	   60%	   PLGA,	   já	   adequadamente	  

caracterizada	  mecânica	   e	   biologicamente	   (FALER	   et	   al,	   2015),	   patenteada	   sob	   o	  

nome	  de	  CELLPRENE	  (MARQUES	  et	  al,	  2011).	  	  

	  

O	  material	  foi	  produzido	  utilizando-‐se	  uma	  rota	  adaptada,	  semelhante	  à	  da	  

seção	  5.1,	  no	  entanto	  com	  duas	  etapas	  adicionais.	  Após	  a	  síntese	  da	  HA	  na	  solução	  

de	   NR	   em	   THF	   na	   concentração	   de	   0.05	   g/ml	   durante	   24	   h,	   foi	   adicionada	   uma	  

solução	  de	  PLGA	  em	  THF	  na	  concentração	  0.05g/ml	  e	  a	  mistura	  foi	  agitada	  por	  3	  h	  

para	  homogeneização.	  O	  processo	  empregado	  inicialmente	  para	  obtenção	  de	  filmes	  

foi	  semelhante	  ao	  usado	  com	  os	  compósitos	  HA/NR,	  vazando-‐se	  o	  material	  em	  uma	  

placa	   de	   vidro	   de	   Petri	   e	   evaporando	   o	   solvente	   durante	   a	   noite.	   No	   entanto,	  

observou-‐se	   uma	   separação	   de	   fases	   quase	   total	   entre	   borracha	   natural	   e	   PLGA,	  

formando	   duas	   membranas	   completamente	   separadas	   uma	   da	   outra,	   como	  

apresentado	  na	  Fig.	  27,	  tornando	  este	  método	  inviável,	  sendo	  abandonado.	  

	  

Para	  lidar	  com	  o	  problema	  de	  separação	  de	  fases	  durante	  evaporação,	  foi	  

utilizado	   o	   método	   de	   inversão	   de	   fase	   (wet-‐phase	   inversion)(LAI	   et	   al,	   1994),	  

técnica	   de	   precipitação	   por	   imersão.	   Esta	   técnica	   envolve	   a	   moldagem	   de	   uma	  

solução	  de	  polímero	  em	  um	  suporte	  inerte	  seguida	  pela	  imersão	  do	  suporte	  em	  um	  

banho	  contendo	  um	  não-‐solvente	  do	  polímero.	  O	  contato	  entre	  os	  dois	   solventes	  

faz	  a	  solução	  ser	  separada.	  	  

	  

	  Neste	   processo	   a	   água	   foi	   utilizada	   como	   um	   banho	   coagulante	   para	   a	  

mistura	   HA/NR/PLGA/THF.	   	   A	   mistura	   foi	   vazada	   em	   uma	   placa	   de	   Petri	   e	  

mergulhada	  imediatamente	  em	  um	  Becker	  de	  1L	  contendo	  àgua	  destilada.	  Uma	  vez	  



	   62	  

que	   água	   e	   THF	   são	   completamente	   miscíveis,	   ocorre	   uma	   remoção	   rápida	   do	  

solvente.	  O	  processo	  está	  exemplificado	  no	  fluxograma	  da	  Fig.	  26.	  Após	  imersão	  em	  

água	  por	  24	  h	  o	  material	  foi	  seco	  em	  capela	  por	  3	  dias.	  

.	  

	  

	  

Fig.	  26.	  	  	  Fluxograma	  contendo	  as	  etapas	  de	  preparação	  do	  compósito	  HA/NR/PLGA.	  

	  

HA/NR/PLGA/THF	  

HA/NR/NH4(NO3)
/THF	  	  
agitação	  por	  24	  h	  

PLGA/THF	  

Scaffold	  HA/NR/PLGA	  

Imersão	  em	  água	  

H3PO4/THF	  

NR/THF	  	   Ca(NO3)2.4H2O/THF	  

NR/Ca(NO3)2	  /NH4OH	  
PH>10	  

agitação	  por	  30	  min	  

NH4OH	  
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Fig.	   27.	   Separação	   entre	   PLGA	   e	   NR	   no	   filme	   obtido	   por	   evaporação	   do	   THF	   durante	   a	  

noite.	  

	  

7.2.2	  Análise	  FT-‐IR	  
	  

As	  amostras	  do	  material	  compósito,	  NR	  e	  HA	  foram	  analisadas	  com	  a	  ajuda	  

de	  um	  Brucker	  Alpha	  equipado	  com	  acessório	  de	  Zn-‐Se	  no	  modo	  ATR	  no	  intervalo	  

de	  500-‐4000	  λ-‐1	  com	  resolução	  de	  4	  cm-‐1.	  

	  

7.2.3	  Microscopia	  Eletrônica	  de	  Varredura	  	  
	  

As	   imagens	   de	   Microscopia	   eletrônica	   de	   varredura	   (MEV)	   em	   um	  

microscópios	  Carl	  Zeiss	  MEV	  EVO	  MA-‐50.	  As	  amostras	  foram	  cortadas	  e	  recobertas	  

com	  carbono	  e	  foram	  feitas	  imagens	  por	  elétrons	  secundários	  e	  retroespalhados,	  à	  

5	  e	  a	  15	  kv,	  respectivamente.	  Também	  foi	  realizado	  um	  mapeamento	  por	  EDS	  para	  

os	  elementos	  Ca,	  P	  e	  O,	  com	  o	  objetivo	  de	  se	  observar	  a	  dispersão	  das	  partículas	  de	  

HA	  no	  material.	  
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7.3	  Resultados	  
	  

7.3.1	  Microscopia	  Eletrônica	  de	  Varredura	  
	  

O	   scaffold	   produzido	   apresentou	   uma	   estrutura	   desorganizada,	   com	  

presença	  de	  poros	   e	   estruturas	  que	   lembram	   fibras	   (indicados	   com	  setas	  na	  Fig.	  

28(a).).	  De	  fato,	  a	  olho	  nu	  o	  scaffold	  aparentou	  um	  estrutura	  fibrosa,	  lembrando	  a	  

de	  um	  scaffold	  formado	  por	  fiação.	  Como	  pode	  ser	  observado	  na	  Fig.	  28,	  o	  material	  

aparenta	  possuir	  alta	  quantidade	  de	  vazios,	  e	  estes	  aparentam	  ser	  interconectados.	  

O	   poro	   indicado	   na	   Fig.	   28	   apresenta	   diâmetro	   de	   90,34	   μm,	   no	   entanto	   são	  

observados	   diferentes	   tamanhos	   de	   poros,	   assim	   como	   estruturas	   fibrosas	  

variadas.	   Em	   imagens	   obtidas	   com	  maior	   aumento	   foram	  observadas	   fibras	   com	  

diâmetros	   inferiores	   a	   200	   nm,	   indicando	   diversos	   graus	   de	   complexidade	   na	  

estrutura	   (Fig.	   28(b)	   e	   (c)).	   Este	   tipo	  de	   estrutura	  não	   é	   reportada	   em	  materiais	  

obtidos	   por	   inversão	   de	   fase,	   lembrando	   mais	   aquelas	   obtidas	   por	   métodos	   de	  

fiação	   (LALIA	   et	   al	   2013).	   Tamanhos	   de	   poro	   variados	   e	   interconectados	   são	  

importantes	   pré-‐requisitos	   na	   aplicação	   de	   scaffolds	   para	   engenharia	   de	   tecidos.	  

No	   caso	   de	   tecidos	   ósseos	   por	   exemplo,	   os	   poros	  maiores	   são	   importantes	   para	  

acomodação	   das	   células,	   enquanto	   os	   poros	   pequenos	   possibilitam	   entrega	   de	  

nutrientes,	   renovação	   do	   meio	   e	   melhor	   vascularização	   do	   tecido	   (BOSE	   et	   al.,	  

2012).	  

	  

Imagens	   feitas	   por	   elétrons	   retroespalhados	   revelam	   separação	   de	   fase	  

entre	  o	  que	  parece	  ser	  uma	  região	  rica	  e	  outra	  pobre	  em	  HA,	  como	  observado	  na	  

Fig.	  29.	  É	  provável	  que	  a	  região	  rica	  em	  HA	  seja	  formada	  principalmente	  por	  NR,	  o	  

que	  seria	  uma	  evidência	  de	  que	  houve	  uma	  forte	   interação	  entre	  as	  partículas	  de	  

HA	  e	  a	  NR.	  É	  possível	  que	  se	  esteja	  observando	  o	  fenômeno	  de	  borracha	  ligada	  e	  a	  

separação	   de	   fase	   observada	   seja	   fruto	   de	   uma	   diminuição	   de	   solubilidade	   da	  

borracha	  natural	   devido	   à	   interação	  das	  macromoléculas	   com	  as	  partículas.	   Este	  

efeito	   de	   borracha	   ligada	   poderia	   gerar	   uma	   separação	   de	   fase	   à	   medida	   que	   o	  

solvente	   é	   removido	   da	   mistura,	   expulsando	   as	   cadeias	   poliméricas	   de	   PLGA	  	  

devido	  ao	  alinhamento	  das	  cadeias	  poliméricas	  de	  NR	  entre	  as	  partículas	  de	  HA	  
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Fig.	  28.	  Compósito	  contendo	  10%	  HA	  :	  (a)Visão	  geral	  (b)	  detalhe	  de	  fibras	  e	  poros	  em	  
menor	  aumento	  e	  (c)	  maior	  aumento	  (imagem	  por	  elétrons	  secundários).	  

(a)	  
1.
 

(c)	  

(b)	  
1.
 



	   66	  

	  

Isso	   explicaria	   também	  a	   separação	  obtida	   ao	   se	   remover	   lentamente	  o	  THF	  por	  

evaporação	  durante	  a	  noite	  (Fig.	  27),	  obtendo-‐se	  duas	  membranas	  separadas	  que	  

puderam	  ser	  destacadas	  uma	  da	  outra.	  O	  processo	  de	   inversão	  de	   fase,	  por	   fazer	  

uma	  remoção	  rápida	  de	  solvente,	  pode	  ter	  causado	  uma	  separação	  de	  fases	  menos	  

perceptível.	   Ao	   invés	   de	   uma	   separação	   visível	   a	   olho	   nu,	   foram	   obtidas	   regiões	  

alternadas	   de	   uma	   fase	   formada	  principalmente	   por	  NR	   ligada	   à	  HA	   e	   outra	   por	  

PLGA.	  No	  entanto,	  é	  difícil	  criar	  um	  mecanismo	  para	  o	  que	  causou	  a	  formação	  da	  

estrutura	  observada.	  Existem	  diversos	  fatores	  atuando	  simultaneamente	  à	  medida	  

que	  ocorre	  a	  repentina	  remoção	  de	  solvente.	  Estes	  fatores	  seriam:	   	  

	  

-‐	  Diferenças	  nas	  taxas	  de	  remoção	  de	  THF	  nas	  diferentes	  fases;	   	  

	  

-‐	   Diferenças	   nas	   contrações	   volumétricas	   entre	   as	   duas	   fazes	   com	   a	   remoção	   do	  

solvente;	  

	  

-‐	  Diferenças	  de	  rigidez	  entre	  os	  dois	  polímeros;	   	  

	  

Se	   um	   dos	   polímeros	   sofre	   maior	   contração	   volumétrica,	   em	   uma	   taxa	  

diferente	   de	   remoção	   de	   solvente	   (coagulação)	   e	   o	   outro	   possui	   maior	   rigidez,	  

podendo	  suportar	  a	  estrutura,	  talvez	  crie-‐se	  a	  oportunidade	  de	  formação	  de	  vazios.	  	  

	  

Para	   se	   obter	   mais	   informações	   a	   respeito	   da	   separação	   de	   fase	  

encontrada	  no	  scaffold	  foi	  realizado	  o	  mapeamento	  EDS	  para	  os	  elementos	  cálcio,	  

fósforo	   e	   oxigênio	   (Fig.	   30).	   A	   Fig.	   30(a)	   apresenta	   uma	   imagem	   de	   elétrons	  

retroespalhados	   da	   região	   analisada,	   apresentando	   ao	   centro	   uma	   região	  

identificada	  como	  contendo	  um	  maior	   teor	  de	  HA.	  Nas	  Fig.	  20(b)	  e	   (c),	  em	  que	  é	  

feito	   o	  mapeamento	  de	  Ca	   e	  P,	   fica	   claro	  que	   a	   região	  discutida	   apresenta	  maior	  

quantidade	  de	  HA,	  devido	  à	  quantidade	  superior	  destes	  elementos.	  O	  mapeamento	  

por	   O	   (Fig.	   30(d))	   reforça	   a	   ideia	   de	   que	   a	   região	   pobre	   em	   HA	   é	   formada	  

principalmente	   por	   PLGA,	   pois	   este	   polímero	   apresenta	   O	   em	   sua	   composição,	  

apresentando	  maior	  sinal,	  assim	  como	  as	  partículas	  de	  HA.	  A	  matriz	  da	  região	  rica	  
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em	   HA	   apresenta	   baixo	   sinal,	   o	   que	   é	   forte	   indicativo	   de	   que	   é	   formada	  

principalmente	  por	  NR,	  um	  polímero	  que	  não	  apresenta	  O	  em	  sua	  composição.	  

	  

	  

Em	  uma	  aplicação	  biológica	  o	  scaffold	  produzido	  apresentaria	  regiões	  mais	  

bioativas,	   formadas	   pela	   região	   rica	   em	   HA	   e	   NR,	   e	   regiões	   bioabsorvíveis	   não	  

bioativas,	   que	   teriam	   função	   de	   gerar	   um	   grau	   de	   porosidade	   crescente,	  

Fig.	  29.	  Regiões	  do	  scaffold	  apresentando	  separação	  de	  fase	  
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fornecendo	  acesso	  gradual	   às	  partículas	  de	  HA	  ao	   longo	  do	   tempo	  por	  parte	  das	  

células.	   Os	   resultados	   obtidos	   são	   promissores,	   uma	   vez	   que	   uma	   estrutura	  

complexa	   que	   é	   de	   interesse	   da	   engenharia	   de	   tecidos,	   foi	   obtida	   de	   forma	  

espontânea	   pela	   simples	   coagulação	   em	   solvente.	   O	   scaffold	   aparenta	   possuir	  

interconectividade	  e	  morfologia	  semelhante	  à	  de	  scaffolds	  formados	  por	  fibras,	  no	  

entanto	  o	  processo	  durou	  poucos	  segundos	  e	  produziu	  5	  gramas	  de	  material,	  o	  que	  

é	   bem	   contrastante	   com	   processos	   de	   fiação	   como	   electrospinning	   (LALIA	   et	   al.,	  

2013).	   É	   possível	   que	   esta	   técnica	   possa	   ser	   utilizada	   em	   outros	   sistemas	   de	  

polímeros,	   embora	   seja	   difícil	   ter	   certeza,	   uma	   vez	   que	   a	   NR	   apresenta	   um	  

comportamento	  único	  devido	  às	  características	  de	  sua	  cadeia	  polimérica.	  

	  

(a)	   (b)	  

(c)	   (d)	  

Fig.	   30.	   Região	   do	   scaffold	   contendo	   separação	   de	   fases	   (a)	   analisada	   por	  

mapeamento	  EDS	  de	  Ca	  (b),	  P(	  c)	  e	  O	  (d).	  Tamanho	  da	  barra	  de	  escala	  =	  300	  μm.	  
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7.3.2	  Caracterização	  FTIR.	   	  
	  

Os	   espectros	   de	   FTIR	   do	   compósito	   10%HA,	   assim	   como	   da	   blenda	  

NR/PLGA	  pura	   foram	   analisados.	   A	   blenda	   polimérica	   (Fig.	   31(a))	   apresenta	   um	  

somatório	  dos	  picos	  referente	  à	  NR,	  já	  apresentados	  na	  seção	  5.6,	  	  acrescidos	  	  dos	  

picos	   característicos	   do	   PLGA.	   Em	   1760	   cm-‐1,	   observa-‐se	   o	   sinal	   referente	   ao	  

alongamento	   da	   ligação	   C=O.	   Em	   1185	   cm-‐1	   e	   a	   1090	   cm-‐1	   se	   observam	   bandas	  

relativas	   aos	   estiramentos	  C-‐O	   .	  A	  banda	  a	  1185cm-‐1	   refere-‐se	   ao	   estiramento	  C-‐

C(=O)-‐O.	   Por	   sua	   vez,	   a	   banda	   a	   1090	   cm-‐1	   refere-‐se	   ao	   grupo	   O-‐C-‐C.	   Os	   sinais,	  

portanto,	  são	  compatíveis	  com	  os	  descritos	  na	  literatura	  para	  o	  PLGA	  (ERBETTA	  et	  

al.,	  2012).	  

	  

	  

Fig.31.	  Espectros	  de	  FTIR	  (a)	  da	  blenda	  NR/PLGA	  e	  (b)	  do	  compósito	  contendo	  10%	  HA.	  
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Embora	  pouco	  intensas,	  as	  bandas	  de	  dobramento	  [OH-‐]	  foram	  observadas	  

em	  630	  cm-‐1,	  enquanto	  a	  banda	  relativa	  ao	  estiramento	  [OH-‐]	  aparece	  sobreposta	  

com	  a	  banda	  rela	  tiva	  à	  água	  adsorvida	  entre	  2600	  cm-‐1	  e	  3600	  cm-‐1	  (Fig	  31(b)).	  É	  

possível	   se	   observar	   um	   sinal	   fraco	   em	   1612	   cm-‐1	   referente	   à	   substituição	   de	  

grupos	   [PO43-‐]	   por	   [CO32-‐]	   na	   HA.	   O	   espectro	   não	   apresenta	   presença	   de	   bandas	  

referentes	  a	   impurezas,	   indicando	  que	  a	  etapa	  de	   imersão	  em	  água	   foi	   suficiente	  

para	   remover	   o	   NH4(NO3).	   Conforme	   esperado	   e	   já	   discutido	   na	   seção	   5.6,	   que	  

apresenta	   HA	   sintetizada	   pelo	   mesmo	   processo,	   as	   bandas	   presentes	   são	  

características	  de	  uma	  HA	  estequiométrica	  parcialmente	  substituída	  por	  CO23-‐.	  

	  

7.4	  Conclusões	  
	  

O	   mesmo	   processo	   desenvolvido	   de	   síntese	   de	   HA	   in	   situ	   na	   borracha	  

natural	  foi	  utilizado	  na	  produção	  de	  um	  scaffold	  contendo	  10%	  HA	  em	  uma	  matriz	  	  

formada	   por	   NR	   e	   PLGA.	   O	   método	   de	   inversão	   de	   fase	   em	   água	   produziu	   um	  

scaffold	   com	  alto	  grau	  de	  porosidade,	  apresentando	  uma	  estrutura	  com	  presença	  

de	   fibras	   e	   poros	   de	   diversos	   tamanhos	   e	   com	   diversos	   graus	   de	   complexidade,	  

como	   pode	   ser	   observado	   pelas	   imagens	   de	  MEV	  por	   elétrons	   secundários.	   Essa	  

estrutura	  não	  usual	  provavelmente	  foi	  fruto	  da	  separação	  de	  fase	  observada	  entre	  

uma	  fase	  formada	  por	  HA	  dispersa	  em	  NR	  e	  outra	  formada	  por	  PLGA	  pobre	  em	  HA,	  

como	  pode	  ser	  observado	  nas	  imagens	  de	  mapeamento	  EDS	  dos	  elementos	  Ca,	  P	  e	  

O,	   portanto	   os	   dois	   polímeros	   não	   estão	   formando	   uma	   blenda	   polimérica.	   A	  

separação	  de	   fase	  observada	  é	  mais	  um	   indício	  da	   forte	   interação	  entre	  HA	  e	  NR	  

proporcionada	   pelo	   método	   de	   síntese	   empregado	   e	   provavelmente	   o	   que	   se	  

observa	  é	  o	  fenômeno	  de	  borracha	  ligada.	  	  

	  

O	  scaffold	  apresentou	  elevada	  pureza,	  sem	  presença	  de	  traços	  de	  solvente	  

ou	  coprodutos	  da	  reação	  de	  síntese	  da	  HA,	  como	   foi	   confirmado	  pela	  análise	  por	  

FTIR.	  As	  bandas	  da	  HA	  indicam	  que	  o	  material	  sintetizado	  corresponde	  à	  uma	  HA	  

com	  razão	  Ca/P	  próxima	  à	  estequiométrica	  com	  substituição	  por	  carbonato.	  	  
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O	   método	   desenvolvido	   é	   promissor,	   uma	   vez	   que	   o	   scaffold	   produzido	  

apresenta	  uma	  estrutura	  que	  é	  de	   interesse	  da	  engenharia	  de	   tecidos	  através	  de	  

um	  método	  simples.	  	  
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7	  Sugestões	  para	  futuros	  trabalhos	  
	  

	  

	  

-‐	   Estudo	   da	   síntese	   in	   situ	   de	   outros	   fosfatos	   de	   cálcio:	   Realizar	   reação	  

semelhante	  à	  apresentada,	  modificando-‐se	  a	  razão	  Ca/P	  e	  o	  pH	  da	  reação	  para	  se	  

obter	  outras	  fazes	  de	  FCs	  com	  mesma	  dispersão	  e	  nanoestrutura.	  

	  

-‐	  Caracterização	  biológica	  in	  vitro	  e	  in	  vivo	  dos	  compósitos	  HA/NR	  a	  fim	  de	  

se	  obter	  a	  influência	  da	  adição	  de	  HA	  na	  NR	  e	  a	  aplicabilidade	  deste	  material.	  

	  

-‐	  Realizar	  um	  estudo	  mais	   completo	   sobre	  a	  natureza	  da	   interação	  entre	  

HA	  e	  macromoléculas	  de	  NR	  e	  do	  mecanismo	  de	  dispersão	  que	  as	  macromoléculas	  

apresentaram	  na	  HA	  em	  THF.	  Este	  estudo	  poderia	  envolver	  medidas	  da	  quantidade	  

de	  borracha	  ligada.	  

	  

-‐	  Realização	  da	  mesma	  reação	  de	  síntese	  em	  borracha	  epoxidada	  variando-‐

se	  o	  grau	  de	  epoxidação:	  a	  presença	  de	  grupos	  polares	  pode	  ser	  determinante	  na	  

nucleação	  da	  hidroxiapatita	  e	  outros	  fosfatos	  de	  cálcio.	  
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