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ABSTRACT

Hydroxyapatite (HA), with and without the presence of polyvinylpyrrolidone
(PVP), was synthesized using calcium hydroxide, orthophosphoric acid and lactic
acid as starting materials, in different aging times (24, 40 and 88 hours). The pH of
the solution was adjusted to 12 using potassium hydroxide (KOH). The precipitates
were filtered, adding repeatedly Milli-Q® water to remove KOH and reach pH 7. The
powders were sintered at 1100°C. Nanometric HA was obtained in the presence
of 3wt% PVP. Bovine serum albumin (BSA) solution (1mg/ml) was associated to
sintered and non sintered HA. The results showed hydroxyapatite at all samples
without the presence of PVP, according to X-ray diffraction analysis. HA + PVP
sintered sample showed other calcium phosphate phases, confirmed by Rietveld
refinement analysis and Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR). Scanning
electron microscopy with field emission gun (SEM-FEG) showed submicrometric
and nanometric particles and agglomerates. Ultraviolet spectroscopy results ob-
tained for non sintered hydroxyapatites showed that HA PVP 24 adsorbed 100%
of total BSA concentration, followed by HA 24 (50,05%), HA 88 (27,54%) and HA
40 (13,84%). Adsorbed BSA was not released from HA after desorption experiment
under the action of Milli-Q® water.

Keywords: similarity, PVP, hydroxyapatite, albumin, protein adsorption.

RESUMO

Hidroxiapatita (HA), com e sem a presenca de polivinilpirrolidona (PVP), foi
sintetizada a partir de hidréxido de calcio, acido ortofosférico e acido latico, com
diferentes tempos de envelhecimento (24, 40 e 8 horas). O pH da solugao foi
ajustado para 12 utilizando hidréxido de potassio (KOH). Os precipitados foram
filtrados, adicionando-se agua ultra-pura Milli-Q® repetidamente, para remogéo do
KOH residual e obtencao de pH 7. Os pés foram sinterizados a 1100°C. Obteve-se
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uma hidroxiapatita nanométrica em presenca de 3%pp de PVP. Uma solugdo 1mg/
mL de albumina de soro fetal bovino (BSA) foi associada aos pos sinterizados e
nao sinterizados. Os resultados de difragao de raios X (DRX) com refinamento pelo
método de Rietveld e espectroscopia de infravermelho por transformada de Fou-
rier (FTIR) revelaram a presenca de hidroxiapatita nas amostras sintetizadas com
e sem a presenca de PVP. A analise por microscopia eletronica de varredura com
emissao de campo (MEV-FEG) revelou a presencga de particulas submicrométricas
e nanométricas, formando aglomerados. Os resultados de espectroscopia na faixa
do UV-visivel obtidos para as amostras nao sinterizadas mostraram que as HA PVP
24 adsorveram 100% da concentracéao total de BSA, seguidas das amostras HA 24
(50,05%), HA 88 (27,54%) e HA 40 (13,84%). A BSA adsorvida nao foi liberada da
HA apods os experimentos de dessor¢gao em agua Milli-Q®.

Palavras-chave: similaridade, PVP, hidroxiapatita, adsor¢éo de proteina.

INTRODUGAO

Novos biomateriais tém sido pesquisados para que se encontrem solucdes
terapéuticas para diversas aplicacées clinicas, principalmente, para as doencas
cronicas e degenerativas e, especificamente, nos traumas e patologias que levam
a perda Ossea.

Os biomateriais abrangem todos os elementos implantados no organismo
humano com fins terapéuticos e que nao apresentem reagdes adversas no meio
fisiolégico. Diferenciam-se pela escala de producéo e pelos processos de sintese
ou rotas de processamento. Em uma escala nanométrica, o desenvolvimento de
biomateriais envolve entender os mecanismos de adesao, migragao e interagao
celular nos varios niveis (nano, micro e macro) de reconstrugao ou reparagao das
estruturas tridimensionais da matriz extracelular (Borojevic, 2005).

Devido a sua similaridade com a fase inorgénica do tecido 6sseo e sua pro-
priedade osteocondutora, a hidroxiapatita (HA), Ca, (PO,),(OH),, tem sido usada
como a mais importante bioceramica bioativa para implantes 6sseos.

A presenca de ions carbonatos na estrutura da hidroxiapatita tem grande efei-
to na cristalinidade da estrutura e tamanho de cristal. A formacéao de cristais meno-
res contribui para um aumento da area superficial e da taxa de dissolugao, como
também provoca um alargamento dos picos de difragdo (LeGeros, 1991; Hench e
Wilson, 1993).

Comparada com as ceramicas convencionais, as caracteristicas da HA con-
tendo componentes nanoestruturados, permitem o controle de algumas proprieda-
des tais como tamanho de particulas (area superficial), distribuicdes da nanoporo-
sidade e da tenséo superficial (molhabilidade), que podem promover a interagéo
das particulas da HA com proteinas ou biomacromoléculas, melhorando a adesao
de células 6sseas (e.g. osteoblastos) e, portanto da funcionalidade do implante em
longo prazo. Estas melhorias nas caracteristicas fisico-quimicas da HA tem reflexo
na fixagéo celular e, por conseguinte, nos niveis de fosfatase alcalina e deposi¢ao
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mineral de calcio (Ferraz et al., 2004).

A preparagédo da HA com nanoparticulas sem agregac¢ao é um problema tec-
noloégico da industria atualmente. Particulas pequenas tendem a se agregar, for-
mando agregados, devido a redugao da energia livre total do sistema. Como
objetivo de atenuar o problema da aglomeracéo das particulas de HA, alguns sur-
factantes tém sido utilizados como mediadores ou agentes de atividade superficial
capazes de alterar as propriedades interfaciais das nanoparticulas.

De acordo com estudos recentes, o polimero polivinilpirrolidona (PVP) € um
destes surfactantes que podem desempenhar um importante papel na sintese da
HA como estabilizador para retardar o crescimento do cristal ou prevenir aglomera-
céo (Mendes et al., 2010, Du et al., 2009, Qiu et al., 2008).

A interacéo de proteinas com superficies sdlidas inorganicas é a chave para
implementar aplicagdes clinicas importantes. Quando um biomaterial € implantado,
as proteinas presentes no fluido fisiolégico aderem nele rapidamente, resultando
em uma camada interfacial entre o biomaterial e o0 meio fisiologico.

A Albumina Bovina Sérica (BSA) tem grande afinidade pela hidroxiapatita, o
que pode ser explicado pela presenca de regides hidrofobicas e hidrofilicas (cations
e anions) que se unem aos sitios de calcio e fosfato na superficie da HA (MAVRO-
POULOS et al., 2011). Neste estudo, focou-se a avaliagao da capacidade de ad-
sorgao da BSA sobre particulas coloidais da HA sintetizada com e sem a presenga
de PVP.

MATERIAIS E METODOS

Particulas de hidroxiapatita na forma de coléides foram sintetizadas com dife-
rentes tempos de envelhecimento dos precipitados pelo método de co-precipitacédo
no Laboratério de Ceramica do Instituto Militar de Engenharia - IME. A solugao
utilizada para obtencao das nanoparticulas teve a seguinte composicéo: 0,5 M de
hidréxido de calcio [Ca(OH),], 0,3 M de acido fosférico [H,PO,] e 1 M de acido la-
tico [C,H,O,]. A suspenséo obtida, denominada transparente, apresentou pH 3,7
(a temperatura ambiente). Para atingir o pH 12, necessario para a precipitagao da
HA, adicionou-se KOH a solugao transparente. Nesta condicdo houve o envelheci-
mento dos precipitados em diferentes tempos para as trés sinteses preparadas (24
horas (padrdo), 40 horas e 88 horas). Apos a formagao dos precipitados, foi reali-
zada filtragcao através de uma bomba a vacuo (Edwards, Neuberger) e a solugéo
foi re-suspendida em agua Milli-Q® (Millipore Corporate). O sdlido obtido foi seco
em um liofilizador (Freezone 1 — Labconco) por 24 horas. Parte do sdlido sofreu
tratamento térmico por 8 horas a 1.100°C. Uma nova sintese com tempo padrao
de 24 horas de envelhecimento dos precipitados foi obtida, sendo adicionado o
polimero polivinilpirrolidona (PVP) a 3% com o intuito de dispersar os aglomerados.
Com o objetivo de estimar a quantidade de albumina bovina (BSA) adsorvida sobre
as amostras de HA na forma verde e também apds o tratamento térmico (CTT) a
1100°C, foi realizada imersdo das amostras de HA em solugcdo de BSA (Sigma-
-Aldrich, USA) na concentragéo de 1 mg/ml. Os experimentos foram realizados em
triplicata. Adicionaram-se 0,200 g de cada amostra de HA aos 15 ml de solugéo de
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BSA e, como controle, utilizou-se agua Milli-Q®. Os tubos foram deixados sob agi-
tacdo constante por 24 horas. Apds esse tempo, houve a centrifugacéo (CT-6000R
Cientec) durante 3 minutos com o objetivo de separar a HA da BSA.

Foi retirada uma aliquota de 10 ml do sobrenadante e reservado. O teor sor-
vido foi quantificado por diferenga através de espectrofotometria de UV-VIS (UV-
2450 Shimadzu). Apos a sorgao, o po foi lavado com agua Milli-Q® e submetido a
agitacao por mais 1 hora. Apos esse periodo, o material foi centrifugado novamen-
te, o sobrenadante foi descartado e o material particulado foi seco para posterior
caracterizagao em um espectrémetro de infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR).

Com o objetivo de analisar a fracédo de BSA fracamente adsorvida na HA, foi
realizado o ensaio de dessorgéo, que seguiu as mesmas condigdes do experimento
de sorgao, porém as amostras sintetizadas de HA sorvidas com BSA ficaram sob
agitacédo em tubos com agua Milli-Q®. Apos 24 horas de agitagdo, o material foi
centrifugado, uma aliquota de 10 ml do sobrenadante foi retirada e reservada para
posterior quantificagao.

A morfologia das particulas de HA verde e apés tratamento térmico (CTT) foi
avaliada através da microscopia eletrénica de varredura de alta resolu¢cao (MEV-
-FEG - e-Line — Raith). A caracterizacao estrutural foi realizada através da difra-
¢ao de raios X (DRX - X'Pert Pro Panalytical) e espectroscopia de infravermelho
por transformada de Fourier (FTIR - FT-IR Prestige — 21/ Shimadzu). As analises
quantitativas das amostras CTT de HA foram realizadas através do refinamento
pelo método de Rietveld com o programa TOPAS, versao académica, que utiliza
nos calculos a metodologia de parametros fundamentais (PF). Os experimentos de
adsorcao da BSA foram realizados através da espectroscopia de UV-Visivel (UV-
-VIS - UV-2450 — Shimadzu).

RESULTADO E DISCUSSAO

A analise em difracdo de raios X das amostras verdes apresentou picos lar-
gos, com padrao caracteristico de uma hidroxiapatita com baixo grau de cristalini-
dade, de acordo com a ficha n° 09-0432 do JCPDS (Figura. 1).

Os padrdes de difracdo de raios X nas amostras tratadas termicamente, sem
a presenca do PVP, indicaram a fase hidroxiapatita com elevada cristalinidade nas
amostras HA 88 CTT, HA 40 CTT e HA 24 CTT, de acordo com a ficha JCPDS n°
09-0432 da HA (Figura. 2)

Observaram-se, na amostra HA PVP 24 CTT, a presenca de picos da hidro-
xiapatita e tragos da decomposigéo da HA em beta fosfato tricalcico (B-TCP), alfa
fosfato tricalcico alfa (a-TCP) e beta fosfato tricalcio - Whitlockite (B-TCPW), de
acordo com as fichas 09-0432 (HA), 09-0691 (B-TCP), 09-0348 (a-TCP) e 700681
(B-TCPW), segundo JCPDS (Figura 3).
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Figura 1 - Comparagéo dos difratogramas das amostras verdes de HA das sinteses preparadas no estudo.
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Figura 2— Comparagéo dos difratogramas das amostras CTT de HA das sinteses preparadas no estudo..
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Figura 3 — Difratograma da amostra HA PVP CTT.
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Para a analise quantitativa, foi realizado o refinamento pelo método de Rie-
tveld dos dados de difracéo de raios X, onde foi revelada a percentagem das fases
presentes e o tamanho médio dos cristalitos (Tabela1). As fichas ICSD (Internatio-
nal Crystal Structure Database) utilizadas foram a 26204 (HA), 200202 (B-TCP),
92300 (a-TCP), 67432 (B-TCPW).

O resultado de quantificacao de fases revelou que as amostras HA 88 CTT,
HA40 CTT e HA24 CTT séao constituidas por 100% de HA (concentragédo em peso).
A andlise quantitativa da amostra HA PVP 24 CTT mostrou a presenga majoritaria
de B-TCPW, seguida das fases B-TCP, HA e a-TCP. A fase 3-TCPW tem maior em-
pacotamento e velocidade de degradagcao menor do que as fases B-TCP e a-TCP,
respectivamente, e maior do que a fase HA. Este resultado mostrou-se relevante, ja
que uma fase intermediaria de velocidade de degradacéao € desejada nos materiais
ceramicos utilizados para enxertia 0ssea.

De acordo com o resultado do tamanho médio dos cristalitos, aumentando
o tempo, aumentou-se o tamanho médio dos cristalitos. Este comportamento é
esperado, ja que o envelhecimento € um processo termicamente ativado e entao
dependente de temperatura e tempo.

TABELA.1 Resultados do refinamento pelo método de Rietveld das amostras CTT.

Amostra Quantificacao de fases Tamanho médio dos cristalitos
HA 88 CTT HA (100%) 291,46 nm
HA 40 CTT HA (100%) 195,53 nm
HA24 CTT HA (100%) 192 nm
B-TCPW (70,36%) 129,25 nm
HA PP 24 CTT B-TCP (12,67%) 113,93 nm
HA (9,96%) 39,36 nm
a-TCP (7,01%) 45,27 nm

A presenca das fases 3-TCP, a-TCP e B-TCPW na amostra HA PVP 24 CTT
pode ser atribuida a alteracdo de pH observada ap6s adigcdo de PVP. A solugéo,
antes com pH em torno de 3,5, alcangou pH em torno de 5. Nessa faixa de pH, a
brushita € a fase mais estavel, a temperatura ambiente. Este resultado foi confir-
mado pela analise de espectroscopia de infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR) que indicou a presenca de uma banda em 2308 cm™' na amostra HA PVP 24
CTT. Sendo o valor de referéncia da monetita (DCPA) de 2300 cm™ e da brushita
(DCPD) de 2365 cm™, é mais provavel que a banda observada seja caracteristica
da brushita, ja que a monetita ocorre em temperaturas da ordem de 80°C.

Nas figuras 4, 5, 6 e 7 sdo apresentados os espectros das amostras HA 88
CTT, HA 40 CTT, HA 24 CTT e HA PVP 24 CTT, respectivamente. Na figura 8 é
apresentado o espectro da amostra verde HA PVP 24 para verificar os modos vi-
bracionais caracteristicos do PVP.
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Figura 4 — Espectro da amostra HA 88 CTT, obtido por FTIR
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Figura 5 — Espectro da amostra HA 40 CTT, obtido por FTIR.

T T T T T T T
3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Ntmero de onda cm’”

Figura 6 — Espectro da amostra HA 24 CTT, obtido por FTIR.
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Figura 7 — Espectro da amostra HA PVP 24 CTT, obtido por FTIR.
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Figura 8 — Espectro da amostra HA PVP 24, obtido por FTIR.

Os espectros FTIR de todas as amostras de HA tratadas termicamente mos-
traram a presenga de bandas que correspondem aos grupamentos funcionais fos-
fato (PO,)*, hidroxila (OH"), carbonato (CO%,), ligagdo PO-H e vibrag&o dos atomos
de hidrogénio pertencentes ao grupo hidrogenofosfato (Vib H).

As bandas presentes em 2073/2000 cm™ na HA 88 CTT, 2075/1991 cm™ na
HA 40 CTT e 2076/2003 cm™ na HA 24 CTT podem ser atribuidas a uma implica-
¢&o harménica ou combinagdo de bandas de fosfato (PO*,). A banda 1183 cm”
presente na HA 88 CTT é referente ao fosfato octacalcio (OCP), precursor da HA.
As bandas 1020 e 549 cm™ presentes na HA40 CTT e na HAPVP 24 CTT, respec-
tivamente, s&o referentes ao hidrogenofosfato (HPO?,) presente na hidroxiapatita
deficiente em calcio, de acordo com os estudos de RIGO et al., 2007.

A amostra de HA PVP 24 CTT apresentou ainda a banda 944 cm™, referente a
fase do fosfato tricalcico (TCP), verificada no resultado de difragao de raios X e nos
estudos de FRANCO et al., 2010, FONSECA, 2007.

O espectro de FTIR da amostra verde HA PVP 24 mostrou a presenga de ban-
das que correspondem aos grupamentos funcionais fosfato (PO,*), hidroxila (OH"),
ligagdo PO-H, agua (H,0) e carbonato do tipo B (CO*, B). Foi encontrada ainda a
banda referente ao carbonato do tipo A (CO*, A) em 884 cm™ e a banda referen-
te possivelmente a brushita (DCPD) em 2308 cm. Foram também encontradas
as bandas caracteristicas do PVP, como 1461 e 1261 cm™ correspondentes aos
grupos funcionais CH deformacgéo de CH, dos grupos ciclicos e C-N stretching da
amida, em consonancia com os resultados encontrados por FRANCO et al., 2010,
QIU et al., 2008.

A analise morfolégica (MEV) revelou particulas submicrométricas e nanomé-
tricas, formando diversos aglomerados (Figurass. 9 e 10). Nas amostras obtidas
apos a sinterizagao a 1100°C, observou-se a coalescéncia dos cristalitos da HA.

A FIG. 9 D apresenta morfologia tipica (tamanho nanométrico) das particulas
de HA com a adi¢ao do PVP, sugerindo que o polimero dificultou o crescimento do
tamanho dos aglomerados (ou clusters de particulas), estando de acordo com o0s
relatos de QIU et al., 2008.
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Figura 9 — Micrografias (MEV-FEG) das amostras: HA 88 (A), HA 40 (B), HA 24 (C) e HA PVP 24 (D).
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Figura 10 — Micrografias (MEV-FEG) das amostras: HA 88 CTT (A), HA 40 CTT (B), HA 24 CTT (C) e HA PVP
24 CTT (D).

Os resultados da sorgao e dessorgao de BSA, quantificados por espectrofo-
tometria de UV-Visivel, demonstraram que a sor¢cao da BSA nas amostras tratadas
termicamente apresentou valores significantemente menores, quando comparados
com as amostras verdes, estando em consonancia com os resultados de VILLAR-
REAL et al., 1998 e MAVROPOULOS et al., 2008.
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Os resultados de sor¢cao da BSA das amostras verdes demonstraram que
a HA PVP 24 sorveu 100% da BSA, seguida da HA 24 (50,05%). J& as amostras
HA 88 e HA 40 sorveram valores menores de BSA, 27,54% e 13,84%, respectiva-
mente. Apds a quantificacdo da dessorgao da BSA, foi observado que os valores
correspondentes a absorbancia eram negativos, ou muito proximos de zero, de-
monstrando que a BSA sorvida ndo dessorveu sob agao da agua Milli-Q®, estando
de acordo com MAVROPOULOS et al., 2011.

CONCLUSOES

A amostra sintetizada com adicédo de PVP (HA PVP 24 CTT) apresentou a
presenca de outros compostos da familia das apatitas apds a sinterizacdo. Esse
resultado pode ser atribuido a decomposi¢cao da brushita e/ou a formacgao da hidro-
xiapatita deficiente de calcio. A mudancga de pH ocorrida na solugéo precursora fa-
voreceu a presencga de brushita, confirmada pelos resultados das analises de FTIR.

Foi possivel sintetizar particulas de dimensdes médias submicrométricas, for-
mando aglomerados diversos ou ndo em fungéo do uso do surfactante (PVP). Um
menor tempo de envelhecimento dos precipitados (24 horas) propiciou a formagao
de uma distribuicdo de tamanhos menores de particulas de HA. Foi verificada uma
associacao entre os cristais de HA e o PVP, criando um ambiente com capacidade
de alterar as propriedades superficiais (confinando os cristalitos), o que possivel-
mente dificultou o crescimento das particulas.

Os resultados da sor¢cao da BSA nas amostras de HA tratadas termicamente
foram menores do que os valores encontrados nas amostras verdes. A BSA sorvida
nado dessorveu sob agdo da agua Milli-Q®. A maior capacidade de ligagdo da BSA
a amostra HA PVP 24 sugere que a estrutura morfolégica da macromolécula pode
influenciar na interacéo do biomaterial com a proteina no meio fisiolégico.
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