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RESUMO

Novas abordagens e estratégias na producdo de biomateriais vem sendo investigadas com o
intuito de superar as limitagdes existentes nos atuais produtos aloplasticos/sintéticos. Uma
alternativa promissora para obter propriedades bioldgicas mais atrativas pode ser a fabricagao
de nanocompositos a base de grafeno, e seus derivados, com o objetivo de aumentar a
capacidade de interag@o entre os biomateriais e os tecidos biologicos, através do direcionamento
do comportamento celular em tecidos danificados. No presente trabalho, nanocompésitos de
hidroxiapatita (HA) e 6xido de grafeno (GO) foram produzidos a fim de avaliar a influéncia da
adi¢do de GO em diferentes concentracdes: 0,5%, 1,0% e 1,5%, em peso. Para isso, dispersdes
de GO foram processadas via esfoliacdo do grafite em fase liquida pela rota quimica, através
do método de Hummers modificado e, na sequéncia, os nanocompositos foram produzidos.
Enquanto a primeira rota de producdo do nanocompoésito nHA - GO consistiu na adi¢do das
dispersdes de GO no pd de HA; a segunda rota compreendeu a incorporacdo do GO durante a
sintese do nanocomposito sHA - GO pelo método de precipitagdo em meio aquoso. Foi possivel
verificar a forte afinidade entre a HA e o GO para o nanocompdsito nHA - GO, através das
avaliagdes por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV-FEG) e Microscopia Eletronica de
Transmissao (MET), com as nanoparticulas de HA aderidas as superficies das folhas de GO.
Por outro lado, a sintese do nanocompdsito sHA - GO proporcionou maior aglomeragdo da HA
quando na presenga do GO, provavelmente, devido ao aumento local na concentragdo de ions
de Ca*" e PO4> proximos as folhas de grafeno. As caracterizagdes fisico-quimicas dos
nanocompdsitos foram fundamentais para comprovar a presenga do GO e a estabilidade
quimica da HA nos nanocompositos nHA - GO e sHA - GO produzidos. Em comparagdo ao
GO, a analise Raman demonstrou variagdo na intensidade das bandas e nos valores de
deslocamento com o aumento da adi¢ao de GO (0,5% para 1,5%, em peso de GO) e, além disso,
a menor relacdo Ip/Ig revelou uma possivel transformagdo estrutural nas folhas de GO apos
interagdo com as nanoparticulas de HA. Os resultados da anélise Termogravimétrica (TGA) e
sua Derivada (DTG) demonstraram redugdo na perda de massa, de acordo com o aumento da
composi¢ao de 0,5% até 1,5%, em peso de GO para os nanocompositos nHA - GO, o que sugere
uma estabilidade térmica entre a nHA e o GO. Além disso, testes in vitro foram realizados para
avaliar a bioatividade e a citotoxicidade dos nanocompositos. O ensaio de bioatividade em meio
McCoy demonstrou que a adi¢do de baixas concentragdes de GO ¢ um potencial candidato para
aplicagdes biomédicas, devido a maior ocorréncia de depositos de apatita apos 3, 7 e 14 dias de
ensaio. Através do ensaio in vitro de viabilidade celular, os nanocompdsitos ndo demonstraram
citotoxicidade em células-tronco mesenquimais da polpa dentaria nos periodos de 24 e 48 horas.
Estes resultados sugerem que a adi¢gdo do GO pode influenciar na propriedade de bioatividade
e proliferacdo celular na HA.

Palaras chave: Hidroxiapatita; Oxido de grafeno; Bioatividade, Citotoxicidade, Células-tronco
mesenquimais da polpa do dente



ABSTRACT

New approaches and strategies for biomaterials production have been investigated in order to
overcome existing limitations in current alloplastic/synthetic products. For more attractive
biological properties, the manufacture of graphene-based nanocomposites and their derivatives
aims to enhance the interaction ability between biomaterials and biological tissues for directing
cellular behavior in tissues damaged. In the present work, hydroxyapatite (HA) and graphene
oxide (GO) nanocomposites were produced in order to evaluate the influence of the addition of
GO at different concentrations: 0.5 wt%, 1.0 wt% and 1.5 wt%. GO dispersions were processed
via liquid-phase exfoliation of graphite using the modified Hummers’ method and,
subsequently, the nanocomposites were produced. While the first one production route of
nHA - GO nanocomposite consisted of the addition of GO dispersions in HA powder; the
second one route adopted the incorporation of GO in the synthesis of sHA - GO nanocomposite
by chemical precipitation method. It was possible to observe a strong affinity between HA and
GO in the nHA - GO nanocomposite, by Scanning Electron Microscopy (SEM) and
Transmission Electron Microscopy (MET), due to the HA nanoparticles are adhered to the GO
flakes. On the other hand, the synthesis of sHA - GO nanocomposite provided a strong
agglomeration of HA particles in the presence of GO, probably due to the local increase of Ca?*
and PO4* ions concentration close to the GO flakes. The physicochemical characterizations
were fundamental to prove the presence of GO and the chemical stability of HA phase in the
nHA - GO and sHA - GO nanocomposites. When compared to GO, Raman analysis showed a
variation in the band intensity and displacement values with increasing GO addition (from 0.5
wt% to 1.5 wt% GO) in the HA and the lower Ip/Ig ratio revealed a possible structural
transformation in GO flakes after interaction with HA nanoparticles. Thermogravimetric (TGA)
and derivative thermogravimetric (DTG) analyzes showed a reduction in mass loss, according
to the composition increase of 0.5 wt% to 1.5 wt% of GO in the nHA - GO nanocomposites,
which suggests a thermal stability between HA and GO. In addition, in vitro tests were
performed to evaluate the bioactivity and cytotoxicity of nanocomposites. Bioactivity assay in
McCoy medium demonstrated that the addition of low concentrations of GO is a potential
candidate for biomedical applications due to the higher apatite precipitation after 3, 7 and 14
days. Cell viability assay showed no cytotoxicity of HA - GO nanocomposites on dental pulp
mesenchymal stem cells after 24 and 48 hours. These results suggest that the addition of GO
may influence the bioactivity property and cell proliferation on hydroxyapatite.

Keywords: Hydroxyapatite; Graphene oxide; Bioactivity, Cytotoxicity, Dental pulp
mesenchymal stem cells.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS

Com o aumento da expectativa de vida da populagcdo mundial, as doencgas cronicas se
tornaram a principal causa da redu¢@o da qualidade de vida nos dias atuais. Dentre as doengas
crnicas, a osteoporose ¢ caracterizada por ser uma doenca esquelética sistémica que ocasiona
diminui¢do da massa 0ssea e alteragcdo na estrutura dssea, aumentando drasticamente o risco de
fraturas (HERNLUND et al., 2013). A regeneragdo das fraturas resultantes da osteoporose
permanece como um dos maiores desafios clinicos na area médica.

Para o desenvolvimento de novas tecnologias que beneficiem a producdo de
biomateriais e o tratamento de doencga esquelética sistémica e/ou malformacdo Ossea,
primeiramente ¢ necessaria a compreensao dos processos de formacao tecidual (ZORZI, 2012).
Dentre os processos, a osteogénese se refere a capacidade de promover a neoformacao 6ssea,
proveniente da presenca de células vivas associadas ao biomaterial. Enquanto a osteocondug¢ao
demonstra a capacidade do material em servir como um suporte ou arcabougo, que facilite a
vascularizagdo e proliferagdo celular sobre a superficie do biomaterial, a osteoinducao
caracteriza-se pela formacao ossea por meio do recrutamento de células-tronco mesenquimais
do tecido, diferenciando-as em células 6sseas. Além disso, o processo de osteoindugdo pode ser
facilitado pela presenca de fatores de crescimento, como as proteinas morfogenéticas dsseas
(Bone morphogenetic proteins — BMP).

As estratégias atuais para a fabricagdo de enxertos dsseos incluem a utilizacdo de
enxertos autdgenos, alogenos, xendgenos e aloplasticos (ou sintéticos). Os enxertos autdgenos
apresentam o material genético do proprio individuo, sendo considerado o padrdo ouro para a
reabilitacdo Ossea. No entanto, as suas principais limitagdes estdo associadas ao trauma
adicional para o paciente, possibilitando a morbidade, dor ou perda de funcdo temporaria do
local doador, bem como disponibilidade limitada (RATNER et al., 2013). Os enxertos aldgenos
sdo provenientes de individuos da mesma espécie, mas geneticamente diferentes, assim como
os xenogenos, que sdo oriundos de individuos de outras espécies (por exemplo: de origem
bovina, suina ou caprina). As limitagdes associadas a estes materiais estdo relacionadas as
propriedades mecanicas, ao risco de rejeicdo do hospedeiro e ao elevado potencial de

transmissao patogénica (MELEK, 2015). Para suprir estas desvantagens, o desenvolvimento de
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biomateriais sintéticos, para os possiveis substitutos dos enxertos autdgenos, aldogenos e
xendgenos, vem ganhando cada vez mais aceitagdo no mercado. Atualmente, os enxertos
aloplasticos ou sintéticos sdo encontrados em diversas formas e tamanhos, apresentam alta
disponibilidade, sdo facilmente manuseados, ausentes de contaminagdo, e a sua utiliza¢do
diminui o tempo cirurgico do paciente (POTTER, MALMQUIST e ELLIS, 2012). O projeto de
um enxerto 6sseo sintético ideal contempla a combinacdo adequada das propriedades de
bioatividade, biocompatibilidade, osteoconducdo e osteoindugdo. Além disso, o biomaterial
deve ser capaz de promover uma taxa de biodegradabilidade controlada durante a etapa do
crescimento do tecido 6sseo. Dos produtos sintéticos para reparo e/ou substituicdo Ossea
disponiveis no mercado, destacam-se os fosfatos de célcio e os vidros bioativos.

A evolugdo cientifica e tecnologica dos biomateriais pode ser representada por quatro
geracdes, interpretadas de forma conceitual e ndo cronolégica, fundamentada nas propriedades
dos materiais envolvidos e na resposta tecidual (NAVARRO et al., 2008; ATTAF, 2011). A
primeira geracdo de materiais ndo foi desenvolvida especificamente para o uso médico,
provocando uma resposta minima ao tecido hospedeiro, e ¢ conhecida pelos materiais bioinertes
(HENCH, 1980; RATNER et al., 2013). A segunda geracdo de materiais ¢ caracterizada pelos
materiais bioativos, cuja funcdo ¢ estabelecer uma forte ligacdo quimica na interface
tecido/superficie do biomaterial NAVARRO et al., 2008; RATNER et al., 2013). Ja a terceira
geracdo de biomateriais foi projetada para estimular as respostas celulares a nivel molecular, e
os conceitos de bioatividade e biodegradabilidade passaram a ser combinados (HENCH e
POLAK, 2002; NAVARRO et al., 2008). Uma forte mudanga na interagdo dos biomateriais
marcou o inicio da quarta geracdo de biomateriais e, consequentemente, o inicio das pesquisas
na area da engenharia de tecidos e da medicina regenerativa. Esta geracdo ¢ caracterizada pelo
desenvolvimento de materiais com a capacidade de interagir com os sistemas biologicos,
controlar o microambiente e conduzir o comportamento celular na dire¢cdo desejada. As
propriedades sdo otimizadas pela presenga de células, fatores de crescimento e proteinas
morfogenéticas 6sseas (BMPs) (RATNER et al., 2013).

Diante disso, a descoberta de um material revolucionario vem atraindo cientistas de
diversas areas por suas propriedades excepcionais e inimeras possibilidades de uso. O grafeno
¢ uma folha plana de 4tomos de carbono dispostos em uma estrutura cristalina hexagonal e
bidimensional. Dentre as propriedades mecanicas, elétricas e condutoras que o grafeno possui,
estudos vém demonstrando a capacidade deste material em promover respostas celulares,

induzindo a osteogénese com resultados similares as BMPs (NAYAK et al, 2011;
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NAIR et al., 2015). A combinacdo adequada das propriedades bioativas e osteocondutoras da
hidroxiapatita com as propriedades osteoindutoras do grafeno, supera as limitagdes existentes
nos atuais produtos aloplasticos/sintéticos.

O estudo de nanocompositos de hidroxiapatita (HA) e oOxido de grafeno
(graphene oxide — GO) possibilita o desenvolvimento de novos biomateriais com propriedades
bioldgicas mais atrativas do que aquelas da HA pura. No presente trabalho, nanocompositos de
hidroxiapatita-grafeno foram produzidos por duas metodologias inovadoras e a influéncia
fisico-quimica e morfologica da adi¢ao de 0,5%, 1,0% e 1,5%. em peso, de GO a HA foram
avaliadas. As caracterizagdes dos nanocompodsitos nHA - GO e sHA - GO foram realizadas
pelas técnicas: microscopia eletronica de varredura (MEV), microscopia eletronica de
transmissdo (MET), difracdo de raios X (DRX), espectroscopia Raman, espectroscopia de
infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) e analise termogravimétrica (TGA) e sua
derivada (DTG).

A caracterizagdo biologica da HA e HA - GO foi realizada por meio dos ensaios de
bioatividade in vitro, que avaliam a precipitagdo espontanea, ou ndo, de carbonato apatita sobre

a superficie do material, além da andlise de citotoxicidade com células-tronco mesenquimais.

1.2 OBJETIVOS

Os objetivos desta pesquisa foram:

1) Produzir as dispersoes de GO pelo método de Hummers modificado;

2) Caracterizar as dispersdes obtidas de GO pelas técnicas de MEV, DRX, FTIR, Raman
e TGA/DTG, com o intuito de comprovar a eficiéncia do método;

3) Produzir o nanocomposito de HA-grafeno, através da adicdo das dispersdes de GO no
p6 de HA;

4) Sintetizar o nanocompdsito de HA-grafeno pelo método de precipitagdo em meio
aquoso por meio da incorporacao do GO durante a sintese da HA;

5) Caracterizar fisico-quimica e morfologicamente os nanocompdsitos de HA-grafeno
produzidos, avaliando a influéncia do GO em diferentes concentragdes: 0,5%, 1,0% e
1,5%, em peso;

6) Avaliar a bioatividade e a citotoxicidade por ensaios in vitro da HA e do nanocompdsito

de HA-grafeno.
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2  REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 INTRODUCAO AOS BIOMATERIAIS

Com o rapido progresso da ciéncia e tecnologia, o termo biomaterial vem sendo
discutido por autores de diferentes areas ao longo dos anos. A defini¢do mais recente publicada

por WILLIAMS (2009) afirma que:
“O biomaterial ¢ uma substancia que foi projetada para assumir uma forma que,
isoladamente ou como parte de um sistema complexo, é usado para controlar as
interagoes entre os componentes dos sistemas Vvivos, o curso de qualquer
procedimento terapéutico ou diagnostico, em medicina humana ou veterindria
WILLIAMS (2009).”

A pesquisa e o desenvolvimento dos biomateriais vém sendo estimulados pelo avango
tecnoldgico multidisciplinar que envolve a biologia molecular e celular, quimica, engenharia e
ciéncia dos materiais, entre outras. Dentre elas, a ciéncia dos materiais busca estudar a estrutura,
propriedade, processamento e desempenho, dando énfase na interacdo dos biomateriais com o
meio biologico. Além disso, a escolha de um biomaterial depende de caracteristicas que
permitem uma melhor eficicia e qualidade diante das diversas aplicagdes, ou seja:
biocompatibilidade e biofuncionalidade. A primeira diz respeito a habilidade do material de
desempenhar uma resposta biologica satisfatoéria quando em contato com o hospedeiro, e a
segunda refere-se as caracteristicas mecanicas e fisicas em fun¢do de uma aplicagdo especifica
(WILLIAMS, 2009; PATEL e GOHIL, 2012; RATNER et al., 2013).

Para a utilizacdo dos biomateriais no tratamento de malformagdo e/ou perda 6ssea, ¢
necessaria a compreensdo dos processos de formagao tecidual, como osteogénese, osteoindugao
e osteocondugdo (ZORZI, 2012). Na utilizacdo do enxerto 6sseo, o processo de osteogénese €
proveniente da presenca de células osteoprogenitoras vivas associadas ao biomaterial e fatores
de crescimento. O processo de osteocondugdo esta relacionado a capacidade do material de
servir como um suporte, ou arcabouco, permitindo a vascularizagdo e proliferagao celular sobre
a superficie do biomaterial, como os poros, canais ou tubos. A osteoindugdo ¢ caracterizada
pela formagdo Ossea por meio do recrutamento de células-tronco mesenquimais do tecido
circundante, que irdo se diferenciar em células 6sseas, e cujo processo ¢ desencadeado pela

presenga de fatores de crescimento, como as proteinas morfogenéticas 6sseas (BMPs).
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Atualmente, os enxertos 6sseos podem ser classificados como enxertos autdogenos,

aloégenos, xendgenos e aloplasticos (ou sintéticos):

a)

b)

d)

Autdgenos: descritos como o padrao ouro para a reabilitagdo 6ssea, pois apresentam
o conteido de células osseas do proprio individuo e proteinas osteoindutoras.
Apesar das caracteristicas Unicas, as desvantagens para este tipo de material estao
associadas ao trauma adicional para o paciente, possibilidade de morbidade, dor ou
perda de funcdo tempordria do local doador e disponibilidade limitada
(RATNER et al., 2013).

Alodgenos: obtidos de individuos da mesma espécie, mas geneticamente diferentes.
Contudo, estes materiais apresentam limitag¢des relacionadas ao potencial risco de
transmissdo de doencas infectocontagiosas e reagdes imunoldgicas adversas
(MELEK, 2015).

Xenogenos: recolhidos de espécies diferentes como, por exemplo, de origem
bovina, suina ou caprina. Assim como os enxertos alégenos, as desvantagens deste
tipo de enxerto estdo relacionadas a possiblidade de transmissao de doencgas e aos
riscos de reacdes imunoldgicas adversas.

Aloplasticos ou sintéticos: sdo produzidos por meio da utilizacdo de materiais
sintéticos ou inorganicos. Este tipo de material vem ganhando cada vez mais
aceitacdo no mercado, em razdo da sua alta disponibilidade, auséncia de risco de
contaminagao, facilidade ao manuseio, eliminagdo de morbidade da area doadora e
diminuicdo do tempo cirirgico do paciente. Além disso, sdo subdivididos em
materiais reabsorviveis e ndo reabsorviveis, e estdo disponiveis em diversas formas

e tamanhos (POTTER e ELLIS, 2004).

Atualmente, muitos produtos sintéticos para a substituicdo e reparo Osseo estdo

disponiveis no mercado, como exemplo, tem-se os fosfatos de célcio e vidros bioativos.

Entretanto, para o desenvolvimento de um enxerto dsseo sintético ideal, o biomaterial deve

apresentar as seguintes caracteristicas: alta biocompatibilidade, bioreabsor¢do controlada,

combinacdo das propriedades osteocondutoras e osteoindutoras, ser estruturalmente semelhante

ao tecido 0sseo e economicamente viavel.
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2.2 A EVOLUCAO DOS BIOMATERIAIS

Durante as ultimas décadas, a evolugdo dos biomateriais pode ser representada por
quatro geracgdes, que sdo interpretadas de forma conceitual e ndo cronoldgica, fundamentada
nas propriedades dos materiais envolvidos e, na consequente, resposta tecidual
(NAVARRO et al., 2008; ATTAF, 2011). A primeira geragdo ¢ composta, em sua grande
maioria, por materiais que ndo foram desenvolvidos especialmente para o uso médico. Estes
materiais eram selecionados em fun¢do de suas propriedades mecanicas e fisicas especificas
para o uso clinico pretendido. Trata-se dos materiais bioinertes, cuja funcdo ¢ provocar a
resposta minima ao tecido hospedeiro (HENCH, 1980; RATNER et al., 2013). Na presenca de
um material bioinerte, é formada uma camada fibrosa interfacial entre o material ¢ o tecido.
Entre os materiais metalicos conhecidos desta geracdo sdo: ferro, cobalto, ago e suas ligas (agos
316L contendo cromo, niquel e molibdénio) e titanio e suas ligas (principalmente o titdnio
comercialmente puro, Ti c.p. e TicAlsV); entre os biomateriais ceramicos, destacam-se a
alumina e zirconia. J4 os materiais poliméricos, sdo representados pela borracha de silicone,
polietileno (PE), resinas acrilicas, poliuretanos, polipropileno (PP) e polimetilmetacrilato
(PMMA) (NAVARRO et al., 2008).

Os biomateriais da segunda geracao sdo caracterizados pelos materiais bioativos. Estes
biomateriais sdo capazes de interagir com o ambiente bioldgico, promovendo a resposta celular
desejada, e estabelecerem uma forte ligacdo quimica na interface tecido/superficie do
biomaterial. Esta geracdo inclui também o desenvolvimento de materiais reabsorviveis,
podendo a taxa de degradagdo ser adaptada aos requisitos de uma aplicagdo especifica
(NAVARRO et al., 2008; RATNER et al., 2013). Alguns exemplos de biomateriais cerdmicos
bioativos: vidros bioativos, vitrocerdmicas e os fosfatos de calcio (por exemplo, hidroxiapatita
[Cai0(PO4)s(OH).] e fosfato tricalcico (B-TCP, Ca3(POs)2). Diversos métodos vém sendo
desenvolvidos para obter apatitas e outros recobrimentos bioativos sobre a superficie metalica
bioinerte (principalmente para o Ti comercialmente puro e suas ligas), criando, assim, uma
superficie capaz de interagir ativamente com o hospedeiro. Dos biomateriais poliméricos
biodegradaveis, podemos destacar: acido poliglicélico (PGA), acido polilatico (PLA), poliéster,
quitosana e outros hidrogéis (NAVARRO et al., 2008).

A terceira geracdo de biomateriais foi projetada para estimular as respostas celulares a

nivel molecular, e os conceitos de bioatividade e biodegradabilidade passaram a ser combinados
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(HENCH e POLAK, 2002; NAVARRO et al., 2008). Dos componentes desta geracao,
destacam-se os materiais compdsitos: hidroxiapatita/colageno, hidroxiapatita/quitosana e
hidroxiapatita/acido polilatico (ATTAF, 2011). Atualmente, o avanco tecnolodgico permitiu
uma forte mudanca na interagdo dos biomateriais com o tecido e fluidos corpéreos, quando em
comparagdo com as geragdes anteriores. A quarta geracao ¢ caracterizada pelo desenvolvimento
de materiais com a capacidade de interagir com os sistemas biologicos, podendo controlar o
microambiente e conduzir o comportamento celular na direcdo desejada. Além disso, esta
geracdo ¢ marcada pelo inicio das pesquisas na area da engenharia de tecidos e da medicina
regenerativa (RATNER et al., 2013). Os principios se assemelham aos da terceira, contudo, as
propriedades dos biomateriais sdo melhoradas pela presenga de células, fatores de crescimento
e/ou proteinas 6sseas morfogenéticas (BMPs).

Neste sentido, a descoberta de um material revolucionario vem impulsionando as
pesquisas cientificas. O grafeno ¢ uma folha plana de 4&tomos de carbono dispostos em uma
estrutura cristalina hexagonal e bidimensional. Desde a sua descoberta, este material vem
atraindo cientistas de diversas areas por suas inumeras possibilidades de uso. Estudos com
grafeno vem demonstrando a capacidade desse material em promover respostas celulares,
induzindo a osteodiferenciacdo (com resultados similares as BMPs), além de reforgar
significativamente as propriedades mecanicas dos biomateriais (NAYAK et al., 2011;
NAIR et al., 2015). A combinagdo adequada das propriedades bioativas e osteocondutoras da
hidroxiapatita com as osteoindutoras do grafeno, supera as limitagdes existentes nos atuais

produtos aloplasticos/sintéticos.

2.3 BIOCERAMICAS

De modo geral, os materiais ceramicos sao definidos como materiais inorganicos,
compostos por elementos metalicos e ndo-metalicos que formam ligagdes quimicas idnicas ou
covalentes (CALLISTER e RETHWISCH, 2013). Dentre as suas propriedades, destacam-se:
alta dureza, resisténcia a abrasdo, estabilidade quimica, alta rigidez e fragilidade (BOSH e
NIEPCE, 2001).

As bioceramicas sdo definidas como todo material cerdmico de origem natural ou
sintético, utilizadas por um periodo de tempo, capaz de substituir parcial ou totalmente um

6rgao ou uma funcdo do corpo (KUTZ, 2009). O principio basico para o uso de materiais
27



ceramicos como um substituto dsseo, baseia-se pela sua bioatividade, ou seja, a capacidade de
formar uma ligagdo quimica com o osso, servindo como um arcabougo apropriado para a
neoformacdo Ossea. Adicionalmente, as biocerdmicas podem ainda aliar bioatividade a
capacidade de bioreabsor¢ao (LEGEROS, 2008; DOROZHKIN, 2016).

A utilizacdo de cerdmicas como biomateriais foi relatada pela primeira vez em 1894 por
Dreesman, com o uso de gesso para preenchimento de defeitos dsseos. Contudo, este material
apresentou propriedades inadequadas para aplicagdes biomédicas, como baixa resisténcia
mecanica e alta taxa de bioreabsor¢do pelo organismo (HULBERT et al., 1982). A utilizagao
das bioceramicas bioinertes (como, por exemplo, a alumina - Al>O;) teve inicio através de
Smith, em 1963, devido a sua boa biocompatibilidade, elevada dureza, resisténcia a corrosao,
alta resisténcia ao desgaste e alta resisténcia a compressao. Atualmente, este material ainda ¢
amplamente empregado para substituigdo em préteses ortopédicas e como componentes
protéticos em implantes dentarios (RATNER et al., 2013). Entretanto, o inicio de uma nova era
de biomateriais ceramicos foi marcada somente apos a descoberta de um material capaz de
interagir quimicamente com o tecido dsseo. O Bioglass®, desenvolvido por Larry Hench, em
1969, foi sintetizado usando como base quatro componentes principais: Na,O, CaO, P>Os e
Si0,. As caracteristicas notaveis deste material estdo relacionadas a sua capacidade de formar
uma camada de apatita em sua superficie quando em meio sorologico (in vitro ou in vivo),
promovendo a ligacdo quimica na interface osso-biomaterial e, como consequéncia, a
neoformacao 6ssea (HENCH, 1980). A partir dai, inimeros questionamentos aconteceram em
relacdo as interagdes dos materiais com o hospedeiro, e o conceito de bioatividade foi
introduzido (HENCH, 1998). Hench (1998) quantificou o indice de bioatividade de um

material, Ip:

100 Equacdo 2.1
t 0,5 bb

Iy =
onde t 0,5 bb ¢ o tempo necessario para que mais de 50% da ligacdo entre tecido Osseo e
hospedeiro seja formada. Atualmente, o potencial de bioatividade pode ser avaliado através da
utilizacdo de uma solugdo inorganica, com concentragdo idnica semelhante a do plasma
sanguineo humano (SBF — Simulated Body Fluid), desenvolvida por KOKUBO e
TAKADAMA (2006). Esta solug@o ¢ mantida sob as mesmas condi¢des fisiologicas, de pH e
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temperatura do corpo humano, e tem por objetivo avaliar as alteragdes e reagdes superficiais de
um biomaterial na presenca deste fluido, simulando o comportamento do biomaterial in vivo.
Com os avancos da pesquisa e o conhecimento dos mecanismos biologicos, o
desenvolvimento das bioceramicas se estendeu, levando a uma melhor compreensdo das
interacdes bioldgicas com as superficies dos biomateriais. Atualmente, as biocerdmicas podem
ser classificadas em trés categorias distintas: bioinertes, bioativas e bioabsorviveis (Tabela

2.1Error! Reference source not found.), adaptada de RATNER et al. (2013).

Tabela 2.1 Classifica¢do das bioceramicas de acordo com a resposta tecidual

Classificacao Tipo de interagdo Exemplos

Apresentam estabilidade quimica e ndo sdo
Bioinertes rejeitadas pelo organismo, mas sdo circundadas Zirconia e alumina
por uma minima capsula de tecido fibroso.

Interagem com o organismo através de ligagdes Vidros bioativos,
Bioativas de natureza quimica devido a similaridade entre  vitroceramicas bioativas e
o material e o tecido dsseo. hidroxiapatita

Apds um tempo em contato com os tecidos
Bioabsorviveis  bioldgicos, sdo degradadas, solubilizadas ou Fosfato tricalcio (TCP)
fagocitadas pelo organismo.

Dentre as bioceramicas utilizadas para a substitui¢do e regeneragdo da estrutura ossea,
o potencial uso dos fosfatos de calcio se destaca pela sua similaridade quimica com a fase
mineral 6ssea. Normalmente, o 0sso € constituido por 25% em peso de agua, 15% de materiais
organicos e 60% de fases minerais, sendo que a fase mineral ¢ constituida, principalmente, de
ions célcio e fosforo (RATNER et al., 2013). Segundo LEGEROS (2008), além do mineral
6sseo apresentar semelhanga na composi¢do quimica com a apatita bioldgica, foi identificado
padrdo de difragdo de raios X compativel com as apatitas minerais. O termo apatita vem sendo
utilizado para descrever a familia de compostos com estruturas similares, que pode ser definida

pela seguinte composi¢ao:

M;o(V)eZ, Equagdo 2.2

onde, M representa um cation metalico (Ca®*, Sr**, Pb?* ou Cd**, entre outros); Y configura um
anion trivalente (PO4>, AsO4>, VO4*, CrO4*> ou MnO4*, entre outros); e Z corresponde aos

anions monovalentes (F-, OH-, Br ou CI, entre outros). As diferentes fases de fosfato de calcio
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podem ser classificadas, de acordo com: a razdo molar entre os atomos de célcio e fosforo
(Ca/P), pH, temperatura e composicio (LEGEROS, 2008; BEN-NISSAN, 2014;
DOROZHKIN, 2016). A Tabela 2.2 apresenta alguns dos principais fosfatos de célcio
conhecidos, com sua razao molar (Ca/P), nomenclatura, formula quimica e estabilidade em pH

em solucdo a 25 °C.

Tabela 2.2 Exemplos dos principais fosfatos de calcio (adaptada de DOROZHKIN, 2016)

. Estabilidade
Razao Molar - , .
Nomenclatura e Abreviagao Formula quimica em pH -
Ca/P ~ o
solugdo a 25°C
0,5 Fosfato Monocalcico
monohidratado (MCPM) Ca(H2P0O4)2H-0 0,0-2,0
0,5 Fosfato Monocalcico anidro
(MCPA ou MCP) Ca(HoPOy): a
1,0 Bruxita (DCPD) CaHPO4.2H:0 2,0-6,0
1,0 Monetita (DCPA ou DCP) CaHPO, a
1,33 Fosfato Octacélcico (OCP) Cas(HPO4)2(PO4)s.sH20 55-7,0
1,5 Fosfato Tricalcico (a-TCP) a-Caz(POs): b
L5 Fosfato Tricalcico (B-TCP) B-Cas(PO4), b
o CaxHy(PO4)z.nH-0,

1,2-22 Fosfato de calcio Amorfo (ACP) n=3-4.5, 15-20% H:0 5,0-12
1,67 Hidroxiapatita (HA) Cao(PO4)6(OH), 9,512
1,67 Fluorapatita (FHA) Cao(POs)oF2 7-12
1,67 Oxiapatita (AO) Cao(PO4)6O b
2,0 Fosfato tetracéalcico (TTCP) Cay(PO4)0 b

a - Estavel ap6s tratamento térmico acima de 100 °C
b - Estes compostos ndo podem ser obtidos por métodos em solu¢des aquosas.

As apatitas podem ainda ser classificadas como: bioldgicas ou sintéticas. As apatitas
biologicas sdo consideradas impuras e ndo estequiométricas, devido a facilidade de
incorporagdes anidnicas e catidnicas em sua estrutura (LEGEROS, 2008; APARICIO e
GINEBRA, 2016). Normalmente, a apatita 0ssea biologica ¢ calcio-deficiente e apresenta baixa
cristalinidade, devido a impurezas como: o sodio (Na"), potassio (K*), magnésio (Mg?"),

estroncio (Sr?*), fluoreto (F"), cloreto (CI°), carbonato (COs%), entre outros (LIU et al., 2013).
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As apatitas sintéticas sdo ideais para estudar as modificagdes quimicas, estruturais e
morfolégicas induzidas por substitui¢des idnicas ou controle dos pardmetros da sintese
(APARICIO e GINEBRA, 2016). Dentre as bioceramicas a base de fosfatos de célcio, a
hidroxiapatita ¢ a ceramica mais estudada e utilizada para as finalidades clinicas,
principalmente por ser o principal componente presente na fase de tecidos duros do organismo
humano como, por exemplo: dentina, esmalte dentario e 0sso. A possibilidade de incorporacdes
e substitui¢des dos ions Ca?*, PO4 e OH™ permitem a existéncia de hidroxiapatitas sintéticas
impuras e ndo-estequiométricas, e estas substituicdes resultam em mudangas nas propriedades
quimica, morfologica, cristalinidade e area superficial especifica (LEGEROS, 2008; BEN-
NISSAN, 2014; FIHRI et al., 2017).

2.4 HIDROXIAPATITA

A hidroxiapatita (HA) ¢ um fosfato de célcio que apresenta formula molecular
estequiométrica Caio(PO4)s(OH), e razdo molar Ca/P igual a 1,67. Os cristais de HA sao
constituidos por grupos de Ca?", POs3 ¢ OH" empacotados em uma rede tridimensional,
composta por um arranjo de tetraedros de PO4+*, unidos por ions Ca®* intercalados entre eles. A
estrutura cristalina monoclinica da HA apresenta-se como a forma mais estavel a temperatura
ambiente (25°C), enquanto a fase hexagonal ¢ estivel em altas temperaturas (200°C)
(LEGEROS, 2008; LIU et al., 2013; APARICIO e GINEBRA, 2016).

A HA apresenta simetria hexagonal, constituida por 44 atomos, e esta classificada no
grupo espacial cP63/m (Figura 2.1). A célula unitaria ¢ formada por 10 atomos de Ca situados
em dois sitios cristalograficos da estrutura cristalina, quatro deles localizados num sitio I,
denominado Cal, estando alinhados em colunas (Figura 2.1 a). Os outros 6 ions Ca encontram-
se arranjados em tridngulos equilateros nos planos perpendiculares ao eixo c, no sitio II (Ca2).
Existem ainda outros 4 sitios cristalinos distintos de oxigénio e sitios de fosforo equivalentes,
formando o fosfato PO4, em uma estrutura compacta (Figura 2.1 b). A existéncia de dois sitios
diferentes de calcio ¢ importante para as propriedades da HA, uma vez que elas podem ser
ajustadas por modifica¢des especificas no sitio. Os grupos tetraedros PO, estdo arranjados de
tal forma que permitem a formagdo de dois tipos de canais perpendiculares ao plano basal. O
primeiro, ¢ ocupado por atomos Cal, sendo paralelo aos eixos ternarios, enquanto o segundo ¢é

constituido por atomos Ca2. A estrutura monoclinica da HA deriva-se de duas células unitéria
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hexagonais, sendo o parametro do eixo b equivalente ao dobro do valor do encontrado na
estrutura hexagonal, e a disposicao dos anions acontece de forma ordenada. A constituicao na
célula unitaria ¢ composta por 88 atomos com grupo espacial P2;/b (BEN-NISSAN, 2014;
FIHRI et al., 2017).

Figura 2.1 (a) Estrutura cristalina da HA de acordo com o plano (001) e (b) projecao
mostrando as disposi¢des dos octaedros e (c) e (d) posigdes tetraédricas.

A hidroxiapatita ¢ um material de grande importincia devido a sua elevada
biocompatibilidade, boa capacidade de adsor¢do e alta estabilidade em meio fisioldgico. A
superficie da hidroxiapatita permite ligacdes do tipo dipolo-dipolo, fazendo-a uma forte
candidata para a adsor¢ao e, posterior, entrega de firmacos e/ou agentes indutores na regido do
defeito 0sseo (FIHRI et al., 2017). Atualmente, as pesquisas concentram-se, principalmente, na
sintese das nanoparticulas de HA, cujas propriedades podem ser otimizadas através do controle

da morfologia, tamanho e cristalinidade deste material.

2.4.1 Producdo de Hidroxiapatita

Durante as ultimas décadas, foram desenvolvidas diversas rotas para a produgao de pds

de fosfato de calcio. Um grande interesse na pesquisa cientifica para as diversas fases de fosfato
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de célcio vem ganhando um maior destaque, em especial a HA nanométrica, pela sua:
biocompatibilidade e bioatividade, além da apropriada morfologia para as diversas aplicagdes
biomédicas. As nanoparticulas de HA, com tamanho inferior a 100 nm, apresentam elevada
area superficial e uma estrutura ultrafina que se assemelham aos minerais encontrados no tecido
6sseo (VALLET-REGI ¢ GONZALEZ-CALBET, 2004). O grande desafio para a sintese de
pos cristalinos ¢ o controle preciso do crescimento dos cristais em relagdo ao seu tamanho,
distribuicido de tamanho e forma das particulas. Estes pardmetros podem afetar
significativamente suas propriedades mecanicas, condi¢cdes de processamento, quimica da
superficie, biocompatibilidade e bioatividade. Assim, ao controlar estes parametros as
potenciais aplicagdes das nanoparticulas de HA podem ser otimizadas (SADAT-SHOJAI
etal., 2013).

Na revisao de SADAT-SHOJAI et al. (2013), os métodos de sintese foram classificados
em cinco grupos: métodos a seco (estado solido e método mecanoquimico); métodos aquosos
(precipitagdo, hidrélise, sol-gel, hidrotérmico, método por emulsdo e método sonoquimico);
processos em alta temperatura (método por combustao e pirélise); métodos de sintese baseados
em fontes biogénicas; e sinteses combinadas. A Tabela 2.3 apresenta a classificacdo dos

métodos comumente utilizados € com suas caracteristicas mais relevantes.

Tabela 2.3 Comparagdo dos diferentes métodos para a preparacao de nanoparticulas de HA.

Método Morfologia do p6  Cristalinidade Tamanho
Estado solido Diversas Muito alta Usualmente micron
Seco
Mecanoquimico Diversas Muito alta Nano
Precipitagdo Diversas baixa Usualmente Nano
Aquoso Sol-gel Diversas Variavel Nano

frequentemente em

Hidrotérmico Muito alta Nano ou micron
forma de agulhas
Diversas
Combustao (normalmente Variavel Variavel
Processo em .
irregulares)
altas ;
Particulas nano
temperaturas

Pir6lise Diversas Alta incorporadas em
agregados micron

Sintese baseada em fontes

. Diversas Variavel Variavel
biogénicas
Diversas
Sinteses combinadas (frequentemente em Alta Usualmente nano

forma de agulhas)
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As caracteristicas das particulas de HA, tais como: toxicidade celular, bioatividade e
bioreabsor¢do, dependem fortemente de sua microestrutura, morfologia, estequiometria,
estrutura cristalografica e pureza da fase. Entretanto, quando consideramos p6s na escala nano
ou micrométrica, a morfologia e as dimensdes das particulas podem ter um destaque maior do
que as outras caracteristicas. Em particular, para os cristais de HA, tem sido demonstrado que
a sua forma microscépica, tamanho e distribuicdo de tamanho podem afetar significativamente
as propriedades mecanicas, condigdes de processamento, superficie quimica,
biocompatibilidade e bioatividade (SADAT-SHOJAI et al., 2013). De acordo com SADAT-
SHOJALI et al. (2013) diferentes formas e dimensdes para as particulas de HA podem ser

encontradas, como mostrados na Tabela 2.4.

Tabela 2.4 Diversas nanoestruturas da HA com formas moduladas.

Forma Descrigao Faixa de tamanho (aprox..) Me,t odos S ©
sintese
ss, mch, cc, hl,
u Irregular, sem forma, esfera 5 nm-200pum sg, hth, em,
) sch, ht, bs, cp
) mch, cc, sg,
Esfera, microesfera, 10nm-1000pum hth, em, sch,
nanoesfera, bola
ht, bs, cp
Haste, agulha, tubo, filamento, | Comprimento: 10 nm-150um; |ss, mch, cc, hl,
fibra, fio, prisma, prisma Diametro: 3nm-50um; sg, hth, em,
______________ hexagonal, ripa, faixa. Propor¢ao da Tela: 2-1200 sch, ht, bs, cp
Comprimento: 40 nm-50nm,
Prato, floco, folha Diametro: 20nm-35um; cc, hth, bs, cp
N— Espessura: Snm-3pm.
Nanobastoes automontfldos, Comprimento: 200nm-80pm,
pacotes de nanobastdes, )
) : largura:100nm—50pum
estrutura do tipo prisma, N )
S— ~ (nanobastdes organizados com | cc, hl, hth, bs,
S aglomerado de nanobastoes, n
e~ o 10nm—13pm didmetro e cp
matriz orientada de agulhas
~ 200nm—75um de
empacotadas, nanobastdes .
comprimento)
empacotados.
Dente de ledo, crisantemo, flor, 1-8um (nanobastdes
3 \/7 : estrutura de penas, ofensores, organizados com 80-500nm hth. em. bs. ¢
3 nanobastdes automontados, didmetro e 600 nm—5um - €M, BS, €p
roseta comprimento)
,;&- 800 nm—10pm (nanobastdes
B Folha, floco, folha, prato organizados com 20—-100nm cc, hl,cp
de espessura)
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700 nm—60pm (pétalas
Flor organizadas com 20nm—10pum cc. hih.bs
de largura e 180 nm—50pum T
comprimento)
9_’:" Sk Microesfera porosa, esfera 0.5-7um (poros de 20— hth.c
.@ mesoporosa 150nm) P
1.5-2.5um (nanobastdes
1 Bowknot, nanobastdes organizados de 100-150nm
7§‘¢ automontados diametro e 1-2pum b
i} comprimento)
2-3um (nanoparticulas
Dumbbell organizadas com tamanho de cc
~50 nm)

*ss: sintese em estado solido, mch: método mecanoquimico, cc: precipitagdo quimica convencional, hl: método de
hidrolise, sg: método sol-gel, hth: método hidrotérmico, em: método de emulsdo, sch: método sonoquimico,
ht: processos de alta temperatura, bs: sintese a partir de fontes biogénicas, cp: procedimentos de combinagao.

Nos ultimos anos, o progresso para a preparacdo de HA utilizando a sintese em meio
seco tem ocorrido de forma muito lenta e este método vem recebendo menor atengdo na
literatura devido as suas limitagdes (SADAT-SHOJAI et al., 2013). Apesar da sintese em meio
seco produzir HA altamente cristalina, a partir de matérias primas relativamente baratas, os
processos deste grupo apresentam algumas desvantagens que sdo relevantes para as
caracteristicas do p6. Para a sintese em estado so6lido, por exemplo, a producdo das particulas
acontece no tamanho micrométrico, ndo sendo apropriadas para aplicagdes biomédicas; assim
como o processo mecanoquimico, que produz a fase da HA com pureza muito baixa
(PRAMANIK et al., 2007; REZAIE et al., 2015).

Os processos de sintese em alta temperatura envolvem, normalmente, boa
homogeneidade dos compostos precursores, evitando fases indesejaveis e produzindo HA com
alta cristalinidade (AIZAWA et al., 1999). Contudo, as altas taxas de tratamento térmico
inviabilizam este processo, uma vez que os niveis de consumo de energias sdo muito elevados.
Além disso, um controle inadequado sobre as varidveis de processamento e a geracdo de
agregados secunddrios sdo as principais desvantagens do método pirdlise (SADAT-SHOJAI
etal., 2013).

As sinteses de fontes biogénicas e sinteses combinadas sdo processos relativamente
novos e em desenvolvimento. A producdo de HA, através da sintese de fontes biogénicas, se
caracteriza pela utilizagdo de diversas fontes de origem natural, tais como: residuos 0sseos,

cascas de ovos, exoesqueleto de organismos marinhos, biomoléculas derivadas naturalmente e
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biomembranas (LAONAPAKUL, 2015). No estudo de FERREIRA (2014), por exemplo, foram
utilizadas as cascas do ovo de avestruz como fonte primaria de cdlcio para sintetizar a HA,
demostrando que os pos fabricados eram ndo toxicos e bioativos. As principais caracteristicas
deste processo referem-se aos beneficios econdmicos e ambientais em funcao da recuperagao
destes residuos. Entretanto, estes materiais sdo utilizados, em sua grande maioria,
exclusivamente para produ¢do de blocos de HA ou para aplicagdes com particulas maiores
(micrométricas). No método de sinteses combinadas, sdo empregados dois ou mais
procedimentos distintos, a fim de criar uma estratégia sinergética para a producdo de HA. Entre
as varias possibilidades, as técnicas combinadas mais conhecidas s3o: hidrotérmico-
mecanoquimico, hidrotérmico-hidrolise e hidrotérmico-emulsdo. As principais limitagdes deste
procedimento estio relacionadas ao aumento do custo operacional em razdo do maior grau de
complexidade envolvido (SADAT-SHOJAI et al., 2013).

A rota mais simples e amplamente utilizada para a produgdo de nanoparticulas de HA ¢
a rota de precipitacdo em via imida. As reagdes sdo empregadas em meio aquoso através de
diversas fontes de ions célcio e fosforo, apresentando como vantagens o controle da morfologia
e o tamanho médio das particulas. Normalmente, as caracteristicas obtidas para a produ¢ao dos
pos ceramicos sdo controladas pelo tempo de reagdo, temperatura e tempo de envelhecimento.
Além disso, o menor custo de producdo, associado a possibilidade de obten¢ao de um maior
volume de HA, quando comparado as demais técnicas, torna este processo promissor. Devido
a estas vantagens, este processo foi o adotado para a fabricagao das nanoparticulas de HA neste
trabalho.

A técnica por precipitacdo consiste na obtenc¢ao da fase de fosfato de célcio pelo controle
do pH, temperatura e das concentragdes em solugdo contendo ions Ca** e PO4*". Normalmente,
o acido ortofosforico, fonte de PO4*, é adicionado em suspensdo contendo hidroxido de calcio,

como fonte de Ca®*, conforme a Equagio 2.3.

10Ca(OH); + 6H3POs — Caig (PO4)s(OH): + 18H,0 Equagdo 2.3

A adicdo dos reagentes ¢ realizada de maneira controlada, sob agita¢cdo, enquanto a
razdo molar dos elementos (Ca/P) ¢ mantida em 1,67 (HA estequiométrica). Ao final da sintese,
a suspensdo resultante podera ser envelhecida ou imediatamente lavada, filtrada, seca e
macerada em p6. De acordo com FERRAZ et al. (2004) o tamanho, a forma e area superficial

das particulas de HA, além da estabilizacdo do pH obtido ao final da sintese, sdo sensiveis a
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taxa de adicdo do 4cido ortofosforico. A temperatura da reagdo também influenciard na
formacao dos cristais de HA, de modo que as particulas sintetizadas em baixas temperaturas

(<60°C) serao monocristalinas € com tamanhos de grao <100 nm (FERRAZ et al., 2004).

2.5 GRAFENO

Historicamente, o grafeno foi estudado pela primeira vez pelo fisico canadense Philip
Russel Wallace, em 1946, e o principal objetivo era explicar, por meio de célculos
termodinamicos, as propriedades fisicas do grafite (WALLACE, 1947). Em 1962, o termo
“grafeno” foi adotado pelo quimico Hanns-Peter Boehm, pela combinagdo da palavra grafite e
o sufixo -eno, em fun¢ao da dupla ligagdo de carbono existente (JAIN et al., 2016). Ao longo
desse tempo, muitos cientistas pesquisaram o grafeno, mas somente em 2004, Andre Geim e
Konstantin Novoselov (ambos da Universidade de Manchester, na Inglaterra) conseguiram
isolar e caracterizar o primeiro cristal de grafeno (NOVOSELOV et al., 2004). Essa descoberta
culminou na premiagdo do Nobel de Fisica em 2010 e, desde entdo, esse material tem
despertado um grande interesse na comunidade cientifica.

Grafeno é o nome dado a monocamada plana de dtomos de carbono de hibridizagdo sp?
que estdo organizados em estrutura hexagonal e bidimensional (2D), densamente compactados,
em configuragdo similar & de uma colmeia (NOVOSELOV et al., 2004, GEIM e
NOVOSELOV, 2007; BIANCO et al., 2013). Sua configuracdo descreve a estrutura basica para
outros alotropos do carbono, tais como: fulereno (0D), nanotubo de carbono (1D) e grafite (3D),

conforme a Figura 2.2.
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Figura 2.2 Estrutura basica do (a) grafeno que descreve outros alétropos do carbono: (b)
grafite, (c¢) nanotubo de carbono e (d) fulereno (a).

Um dos aspectos importantes na quimica do carbono, em termos de hibridiza¢ao, refere-
se a sua configuracdo eletronica. As ligagdes quimicas entre os atomos de carbono possibilitam
que os orbitais dos subniveis atdmicos s € p se misturem, permitindo, assim, a formag¢do de
outros orbitais hibridos. Para o grafeno, essa flexibilidade estrutural ¢ refletida em suas
propriedades eletronicas, uma vez que a hibridizagdo sp? entre um orbital s e dois orbitais p
conduz a formagao de estrutura planar, como uma rede triangular de base composta por dois
atomos de carbono por célula (Figura 2.3 (a)). Os vetores da rede podem ser descritos na EQ.
2.4 e Figura 2.3 (b), onde a = 1,42 A, e representa a distincia entre carbono-carbono, e os
vetores da rede reciproca sdo dados pela EQ. 2.5 e Figura 2.3 (¢) (CASTRO NETO et al., 2009;
CASTRO NETO, 2010).

_a _a Equagio 2.4
al = 2 (3,4/3), al = 7 (3,3) quagdo
2 2 5

bl= = (1,4/3), b1 = - (1,—V3) Equagdo 2.5
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Figura 2.3 (a) Estrutura hexagonal do grafeno; (b) espaco real com os vetores
primitivos da rede; (c) rede reciproca do grafeno com os vetores da rede reciproca.

O grafeno revelou um conjunto Unico de propriedades e, desde a sua descoberta,
despertou enorme interesse da comunidade cientifica. Além disso, algumas caracteristicas
medidas experimentalmente excedem as obtidas em qualquer outro material ja observado.
Dentre as muitas propriedades intrigantes do grafeno, podemos ressaltar: a elevada area
superficial especifica (2630 m?g™!), alta mobilidade intrinseca (200.000 cm?V-!s!), elevado
modulo de elasticidade (~1TPa), condutividade térmica (~5000 Wm! K-!) e transparéncia dtica
(~97,7%). Essas propriedades tornam o grafeno um material promissor para a fabricagcdo de
compositos, alta performance de eletrodos de armazenamento de energia, catalisadores,

biomateriais e outras aplicagdes potenciais (YANG et al., 2014).

2.5.1 Produgao de Grafeno

O répido progresso cientifico ocorreu em virtude da obtencdo do grafeno de alta
qualidade ao utilizar um procedimento relativamente simples e barato. O método adotado por

NOVOSELOV et al. (2004) consiste na esfoliacdo mecanica, ou clivagem micromecanica, do
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grafite em poucas e/ou apenas uma camada, utilizando um outro elemento para separar essas
camadas. Os autores prepararam filmes de carbono a partir de pequenas placas de grafite
pirolitico altamente orientado e, utilizando fita adesiva, a esfoliacdo dos flocos de grafite foi
realizada. Apesar da sua simplicidade, a técnica adotada possui alguns recursos esclarecedores
e permitiu entender o porqué deste material n3o ser descoberto anteriormente.
NOVOSOLOV et al. (2007) explicam que as monocamadas de grafeno sdo completamente
transparentes a luz visivel e ndo podem ser vistas por microscopia 6tica utilizando um substrato
qualquer. Durante o experimento, NOVOSELOV et al. (2004) utilizaram um disco de
silicio/6xido de silicio (300 nm de espessura) como substrato e esta configuracdo permitiu a
observacdo da monocamada de grafeno. A partir dai outros métodos para a produ¢do do grafeno
foram desenvolvidos e/ou aperfeigoados.

Atualmente, a producdo de grafeno pode ser realizada por dois métodos: top-down
(caminho de cima para baixo) e bottom-up (caminho de baixo para cima). Enquanto o método
bottom-up ¢ definido como a sintese do material (construindo a sua estrutura &tomo a atomo /
molécula por molécula); o método top-down ¢ relacionado a fragmenta¢do do material macro
até a escala nanométrica (por exemplo, o grafite para grafeno) (TOUR, 2014; KUMAR e
PATTAMMATTEL, 2017).

No processo bottom-up, o grafeno pode ser produzido por deposi¢do quimica a vapor
(CVD), crescimento epitaxial em substrato e sintese quimica. Para o processo top-down, o
grafeno pode ser obtido por clivagem micromecanica, ligagdo anddica, fotoesfoliagdo,
esfoliacdo em fase liquida, crescimento em SiC e precipitacio em metais. A Figura 2.4

apresenta de forma esquematica os métodos de producdo de grafeno mencionados.
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Figura 2.4 Métodos de produ¢do de grafeno.
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Atualmente, o mercado ¢ impulsionado pela produgdo de grafeno com alta qualidade,
em diversas dimensdes e formas, buscando propriedades adequadas a uma determinada
aplicagdo (FERRARI et al., 2015). Nesse contexto, a esfoliacdo quimica do grafite (top-down)
¢ uma técnica bem estabelecida e altamente promissora, capaz de produzir o grafeno em grandes
quantidades e baixo custo (KUMAR e PATTAMMATTEL, 2017; NOVOSELOV et al., 2012).
Nessa técnica, inicialmente, é promovida a oxidacdo do grafite pela introducdo de moléculas
ou solventes, chamados agentes esfoliantes. Os grupos funcionais (tais como hidroxilas e
epoxidos) sdo inseridos na superficie e nas camadas de carbono do material e diminuem as
interagdes entre as camadas, resultando em um aumento do espacamento entre elas. Esse
método gera dispersdes de 6xido de grafeno (graphene oxide — GO), o qual, posteriormente,
pode sofrer redu¢do quimica. Nesse caso, o 0xido de grafeno reduzido (reduced graphene oxide
—1GO) ¢ caracterizado como um grafeno convertido quimicamente.

Tipicamente, existem trés formas importantes do grafeno: grafeno, 6xido de grafeno

(GO) e 6xido de grafeno reduzido (rGO). As estruturas sdo mostradas na Figura 2.5 e podem
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ser modificadas quimicamente para a realizacdo de reacdes superficiais, devido a presenga de

diferentes grupos funcionais.

wo I
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Figura 2.5 Estrutura do (a) grafeno, (b) 6xido de grafeno (GO) e (c) 6xido de grafeno
reduzido (rGO).

—d

E comum muitos autores descreverem o grafeno como monolayer ou single-layer, para
enfatizar que este ¢ o verdadeiro material de camada Uinica. Existem ainda outras denominagdes
que descrevem esse material, como, por exemplo, grafeno multilayer ou few-layer. Contudo,
para fins praticos, vale ressaltar que até dez camadas de carbono empilhadas de forma
organizada, o material pode ser classificado como grafeno. Porém, acima desse valor, a

estrutura passa a ser grafite (BIANCO et al., 2013).

2.5.2 Grafeno como biomaterial

A utilizag¢do de materiais em escala nanométrica trouxe um salto tecnologico para a area
da ciéncia médica, oferecendo inimeras oportunidades e solugdes inovadoras para a prevengao
e o tratamento de doencas. O rapido avango estd intimamente ligado a suas propriedades e
algumas caracteristicas devem ser bem definidas para que os resultados desejados sejam
alcancados.

O grafeno se demonstra com um grande potencial em muitas aplicagdes na area de
ciéncia dos materiais e vem ganhando grande destaque também na area biomédica como, por
exemplo, em componentes para biosensores, engenharia de tecidos e drug delivery
(FENG e LIU, 2011). Esse material apresenta compatibilidade celular muito complexa e
sensivel aos sinais fisicos, quimicos e elétricos. Além disso, os diferentes métodos de producao

e o grande niamero de formas fisicas e quimicas disponiveis do grafeno possibilitam uma ampla
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gama de propriedades que devem ser levadas em consideragdo ao avaliar sua
biocompatibilidade (THOMPSON et al., 2015). O aspecto tridimensional do grafeno, por
exemplo, ¢ formado em sua grande maioria, por folhas constituidas de monocamadas, ou poucas
camadas, a partir de uma geometria variada, como: triangular e hexagonal. Embora sua
espessura seja identificada em escala nanométrica (entre 0,34 nm a alguns nandémetros), a
dimensao lateral varia entre 0,3 a 10 um (BUSSY et al., 2012). As propriedades relevantes para

as aplicacdes bioldgicas do grafeno sdo apresentadas na Tabela 2.5.

Tabela 2.5 Propriedades relevantes do grafeno para aplicagdes biologicas.
Caracteristicas
Fisico-quimicas

Descri¢ao

Planar — monolayer ou multilayer;,
Estrutura/forma variada: constituido por folhas
(ou flakes), nas formas triangular e hexagonal.

Espessura 0,34 a alguns nandmetros

Forma

o2

Dimensdes tipicas

—

—

-« »

Dimensao lateral entre 0,3 a 10 pum

Area superficial

Até 2675 m?/g, podendo ser descrita pelo nimero de
camadas.

Mudanga superficial

Varia de acordo com a funcionalizac¢do e o revestimento

Revestimento
superficial

Varia de acordo com a natureza quimica, tipo, densidade e
conformacao.

Moédulo de Young: 1,1TPa; capaz de dobrar/curvar e

Moédulo de elasticidade . ,
flambar; a rigidez aumenta com o aumento do niimero de

e Rigidez

camadas.
Estabilidade coloidal Dispersdo aquosa (grafeno diluido em dgua) ou agregados.
Durabilidade Degradacao enzimadtica ocorre por defeitos no plano.
Varia de acordo o processo de fabricacdo: principalmente
Impureza

grafite e residuos quimicos do processamento

A superficie do biomaterial desempenha um papel importante nas interagdes bioldgicas.
Em escala micrométrica, as caracteristicas dos biomateriais sdo de tamanho comparavel aos da
propria célula; enquanto, para a escala nanométrica, as caracteristicas da superficie sdo de varias
ordens de grandeza, resultando em uma resposta mais complexa e, sendo possivel ainda,
modular as respostas celulares (GITTENS et al., 2011). Segundo SANCHEZ et al. (2011), para
o grafeno monocamada, cada atomo fica na superficie e, de fato, € exposto ao meio circundante

nos dois lados. Esta interacdo da origem a uma 4rea superficial tedrica maxima de uma folha
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de carbono com hibridizagédo sp? de, aproximadamente, 2600 m?/g. Logo, o nimero de camadas
de grafeno determina a area superficial especifica e a rigidez a flexao desse material, uma vez
que a area superficial especifica é inversamente proporcional ao nimero de camadas.

As notaveis propriedades mecanicas do grafeno o destacam tanto como um material
isolado quanto como um agente de refor¢o em biomateriais compoésitos. A razdo para a sua
excepcional propriedade consiste na estabilidade das ligagdes sp? que formam a rede hexagonal
e se opdem a uma variedade de deformagdes no plano (PAPAGEORGIOU et al., 2017). As
propriedades elasticas do grafeno monocamada foram medidas pela primeira vez por
LEE et al. (2008), por meio da utilizacdo de um nanoindentador equipado a um microscopio de
forca atdmica (AFM - Atomic Force Microscope). Essa configuracdo proporcionou a maior
medida de mddulo de elasticidade (1,1 TPa) ja encontrada.

A alta condutividade elétrica (até 2x10* S/cm) e a mobilidade eletronica (2x10° cm?/V.s)
do grafeno sdo propriedades importantes que estimulam a diferenciacdo e direcionalidade das
células-tronco mesenquimais (THOMPSON et al., 2015). Estudos com o grafeno vem
demonstrando a capacidade desse material em diferenciar as células-tronco mesenquimais em
linhagens osteogénicas, com resultados similares aquelas obtidas com as proteinas
morfogenéticas dsseas (BMPs). No estudo de NAYAK et al. (2011), os autores comprovaram
a influéncia do grafeno sobre o crescimento das células-tronco mesenquimais em quatro
substratos diferentes, com rigidez e rugosidade superficial amplamente variaveis. O grafeno foi
sintetizado pelo método de deposicao quimica a vapor em folhas de cobre e, apds o crescimento,
transferido para quatro diferentes substratos (PDMS, PET, lamina de vidro e Si/SiOy).
Observagdes qualitativas foram confirmadas por coloragdo com alizarina (corante e pigmento
vermelho), conforme Figura 2.6 (c) e (d), indicando a presenca ou auséncia de depodsitos de
calcio. Os resultados demonstram um forte aumento no deposito de calcio com o revestimento
de grafeno, mesmo na auséncia do fator de crescimento BMP-2, para todos os substratos
investigados, mostrando que o grafeno possui excelente propriedade osteoindutora. Além disso,
na presenc¢a das BMPs, os substratos contendo grafeno também demonstraram maior coloragao

com alizarina, o que revela um efeito sinérgico quando utilizados BMPs-grafeno.
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Figura 2.6 (a) Imagem Optica do substrato de silicio com grafeno; (b) marcador celular,
mostrando a formagdo de células 6sseas no mesmo substrato; (c, d) quantificacio de alizarina
derivada das células cultivadas por 15 dias em substratos com/sem grafeno; (e-h) substrato de

PET com e sem grafeno e alizarina mostrando depositos de calcio em razdo da osteogénese.

No estudo de LEE et al. (2015), nanocompdésitos de HA/rGO foram produzidos com o
objetivo de aumentar a osteogénese dos pré-osteoblastos e promover a formacao dssea. Quando
combinado com a HA, o rGO promoveu a diferenciacio espontanea das células sem impedir a
sua proliferacdo. Os autores sugerem que os compdsitos HA/rGO podem ser explorados para o
desenvolvimento de novos enxertos 6sseos dentérios e ortopédicos, acelerando a regeneragao
Ossea e estimulando a osteogénese devido a caracteristica osteoindutora do grafeno.

Melhorias nas propriedades fisicas, mecanicas e elétricas de compositos hidroxiapatita
e grafeno vém sendo relatadas na literatura por outros autores. Estudos recentes vém
demonstrando a aplicacdo de biomateriais a base de grafeno para fabrica¢do de scaffolds na
engenharia tecidual, devido a capacidade deste material, além de ser osteoindutor, em otimizar
as propriedades mecanicas do biomaterial (SHADJOU et al, 2018). No estudo de
NAIR et al. (2015), nanoflakes de 6xido de grafeno (GO) foram incorporados (0,5 e 1,0%, em
peso de GO) ao scaffold de gelatina-hidroxiapatita (GHA). Essa incorporagdo aumentou

significativamente a rigidez, resisténcia a flexao e a resisténcia a compressao dos arcabougos,
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quando comparados aos scaffold sem grafeno. Os autores também realizaram experiéncias de
cultura para diferenciagdo osteogénica de células-tronco mesenquimais. Os resultados desse
trabalho demonstram que o nivel de diferenciacdo osteogénica do scaffold GHA-grafeno foi
compativel aquelas estruturas de GHA com suplementos osteogénicos.

Em 2017, RAUCCI et al. obtiveram compdsitos de HA/GO por duas técnicas simples e
distintas. Na primeira abordagem, flakes de GO foram incorporados na sintese da HA pelo
método de sol-gel, e essa interacdo apresentou melhoras significativas na bioatividade,
demonstrado pela formacdo de uma camada apatita na superficie do material apos tratamento
biomimético. Além disso, os HA/GO formados demonstraram alta viabilidade de células-tronco
mesenquimais e induziram a diferenciag¢do osteogénica. Este estudo comprovou, pelas técnicas
FTIR (Espectroscopia de Infravermelhos por Transformada de Fourier) e MET (Microscopia
Eletronica de Transmissdo), que os grupos funcionais contendo oxigénio, hidroxilas e
carbonila, presentes no plano basal das folhas de GO, desempenharam um papel importante na
ancoragem dos ions cdlcio. Ainda, de acordo com RAUCCI et al. (2017), a segunda abordagem
compreendeu a obten¢do de um material com superficie mineralizada. A mineraliza¢ao
incipiente foi induzida por incubag¢do do GO em solugao supersaturada em SBF e os resultados
foram comprovados por MEV (Microscopia Eletronica de Varredura) e FTIR (Espectroscopia
de Infravermelho por Transformada de Fourier). A presenca anidnica de grupos funcionais
presentes no GO promoveu a nucleac¢ao heterogénea (Figura 2.7 (b)) dos biominerais, atraindo

cations Ca** depositados na superficie da folha de GO e, subsequentemente, de PO4*.

Figura 2.7 Imagens por MEV das amostras de HA - GO 1,5%, em peso, (a) da superficie e (b)
corte transversal dos filmes de grafeno apos o tratamento em SBF por 7 dias.
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Para garantir o uso seguro do grafeno em aplicagdes biomédicas, eventuais avaliagdes dos
riscos potenciais deste material sdo obrigatdrias. Contudo, as informagdes sobre a toxicidade
in vitro e in vivo do grafeno ainda sdo muito limitadas e mais estudos sdo necessarios. Além
disso, investigacdes sistematicas devem ser cuidadosamente realizadas para correlacionar cada
um desses pardmetros ao evento biologico induzido pelo grafeno. SEABRA et al. (2014)
revelam que a toxicidade do grafeno dependera de diversos pardmetros, dentre eles, a superficie
(estrutura quimica ou a natureza dos revestimentos funcionalizados), tamanho dos flakes,
nimero de camadas, tipo de células investigadas, tempo de exposi¢do e métodos de sintese.
Portanto, as propriedades relevantes do grafeno para aplicagdes biologicas abordadas
atualmente na literatura sdo importantes para a compreensdo detalhada do desempenho desse

material.
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3 MATERIAIS E METODOLOGIA

Neste capitulo, descrevem-se os materiais empregados, métodos de obtencdo das
amostras e equipamentos utilizados para a caracterizagdo dos mesmos. Inicialmente, foi
realizada a caracterizacdo do grafite como recebido, material precursor para a produgdo do
oxido de grafeno (GO) e, posteriormente, a caracterizagdo deste material apds a sua produgao.
Para a produgdo dos nanocompositos HA - GO, foram selecionadas duas rotas para
incorporagdo do GO na HA. Abaixo estdo descritas as rotas investigadas neste trabalho, como
também o fluxograma de cada producdo de nanocompositos HA - GO. O procedimento

experimental para cada rota abordada estd descrito na sessdo 3.2.

e Rota 1: Mistura entre os pdés de HA e as dispersdes de GO, nomeadas como
nHA - GO;

e Rota 2: Sintese da HA pelo método de precipitagdo em meio aquoso,
adicionando dispersdes de GO ap6s o preparo da solucdo precursora, nomeadas

sHA - GO;

Material como Recebido

Grafite \r nHA-GO
Producéo de ‘

—> nanocompositos
HA-GO

Produgio
Oxido de Grafeno (GO)

sHA-GO

Figura 3.1 Fluxograma esquematico para a producdo de nanocompositos HA - GO.

A égua ultrapura foi obtida por meio de um equipamento de osmose reversa da marca
Quimis, modelo Q842-210 disponivel no Laboratorio de Ceramicas do IME, sendo utilizada
tanto para a obtengdo das dispersdes de GO quanto para a fabricagdo das amostras nHA - GO.
Verificou-se que a dgua ultrapura apresentou um carater levemente acido (pH entre 5 e 6). Ja o
preparo das amostras sHA - GO foi realizado em colaboracdo com a empresa R-CRIO.
A obtencao da agua ultrapura ocorreu por meio de um equipamento de ultrapurificagdo de dgua
da marca Mili-Q, modelo Direct 8, disponivel no laboratorio de Criopreservagdo da empresa.

As especificagdes sdo: resistividade: 18.2 microohm/cm; carbono organico total=2 ppb e
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contagem de microrganismo: < lUFC/mL. Verificou-se que a 4gua ultrapura apresentou um pH

entre 8 e 9.

3.1 MATERIAIS

3.1.1 Solu¢ao Precursora

Neste trabalho, o0 método adotado para a obtencdo da hidroxiapatita foi fundamentado
em preparar solugdes aquosas ricas em precursores dos ions cdlcio e fosforo. Os reagentes

utilizados estdo listados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 Reagentes utilizados para a producao da Solug¢ao.

Material l\lzgfgclzﬁi; Concentragao Marca
Hidréxido de Calcio P.A. Ca(OH)2 96,00% Merck
Acido latico P.A. C3He05 85-90% Synth
Acido orto-fosforico P.A. H3PO4 85,00% Merck
Hidroéxido de potassio P.A. KOH 99,90% Merck
Agua ultrapura H>O - -

3.1.2  Oxido de Grafeno

Para as dispersdes de GO, foi utilizado o grafite Graflake 99550, fornecido pela empresa
Nacional de Grafite, com granulometria média superior a 300 microns (+50 mesh — abertura
0,297 mm), conforme especificagdes do fornecedor. Os demais reagentes utilizados na rota de

producdo do GO estao descritos na Tabela 3.2.
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Tabela 3.2 Reagentes utilizados para a producao de GO.

Material ﬁgféﬁﬁir Concentragdo  Marca

Acido sulftirico P.A. H2SO4 98,80% B'Herzog
Nitrato de sodio P.A. NaNO3 - Vetec
Permanganato de potassio KMnO4 93,30% Vetec
Perdxido de hidrogénio P.A. H20; 32% Vetec
Hidroxido de amoénio P.A. NH4OH 29% Vetec
Acido ascorbico P.A. CsHsOg 99% Synth
Plurénic (F-127) 1-1<ocmcx—x2>x<0c1-12?::13)y (OCH2CH2), OH - Sigma

Agua ultrapura H>O - -

3.2 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.2.1 Produgdo do GO

A rota de producdo de GO adotada consiste na esfoliagdo em fase liquida por rota
quimica, utilizando o método de HUMMERS e OFFEMAN (1958) modificado por
ROURKE et al. (2011). Em relacdo as outras técnicas de producdo de grafeno, o presente
método foi adotado devido ao menor custo associado a possibilidade de um maior volume de
produgdo. Neste trabalho, o GO foi produzido com base no estudo de FARIA et al. (2017), que
avaliaram a influéncia do tempo de oxidag¢do em relagdo as caracteristicas finais dos flakes. O
processo por esfoliacdo quimica pode ser subdividido em trés etapas principais: intercalagao,

oxidacao e esfoliagdo/lavagem (Figura 3.2).
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Figura 3.2 Esfolia¢do em fase liquida por rota quimica, pelo método de Hummers modificado.

Para a etapa de intercalagdo, inicialmente, foram adicionados 10,00 g de grafite, 7,60 g
de nitrato de sédio (NaNOs3) e 348,70 ml de acido sulfurico (H2SO4) em um baldo volumétrico
de fundo redondo. Apos 2 horas de agitagdo, foram adicionados 49,50 g de permanganato de
potassio (KMnOQs) para inicio da etapa de oxidagdo. Devido ao carater exotérmico da reagdo, a
adi¢do ¢ realizada de forma fracionada, divididas em 12 partes a cada 10 min, e utilizando um
banho de gelo para evitar o superaquecimento. Apos a ultima adi¢gdo de KMnOs, o tempo de
oxidagdo ¢ de 7 dias com base no estudo de FARIA et al. (2017).

A etapa de esfoliacdo € iniciada com o preparo e gotejamento de 1210 ml de uma solucao
contendo H>SO4 diluida a 5% vol. por 1 hora. A mistura foi mantida sob agitagdo durante o
periodo de 3 horas e, em seguida, adicionou-se uma solucdo contendo 33 g de perdxido de
hidrogénio (H202) a 30 volumes (corresponde a 9% vol.). Para remover o excesso de reagentes
durante o processo, foram adicionados 1000 ml de solugdo diluida contendo H>O> a 3% vol. e
H>S04 a 0,5% vol., mantendo em agitacdo por 12 horas. A mistura resultante foi centrifugada
para descarte do sobrenadante e sedimentacdo do material viscoso. A centrifugacdo foi
realizada em uma velocidade de 9300 rpm por meio da centrifuga (Hettich Centrifugen rotina
420R), com capacidade para 4 tubos de 250 ml, por 30 min. Em seguida, foram adicionados a

mistura 1000 ml da solugdo H>0; a 3%vol. para completa lavagem e eliminagdo dos reagentes.

51



Ap6s a adigdo da solucdo H>O2 a 3%vol. e H2SO4 a 0,5%vol., foram realizadas um total
de 13 centrifugacdes, como também outras 5 lavagens com éagua ultrapura. Para melhor
sedimentacdo e eficiéncia da centrifugagdo, o tempo de centrifugacdo pode ser aumentado de
acordo com o progresso das lavagens. Ao final desta etapa, foi realizada a filtragem a vacuo
das dispersdes obtidas para eliminagdo de particulados de grafite ndo oxidado, com o auxilio
de um funil de Biichner, kitassato, bomba de vacuo e tela polimérica de silk screen (GG PET

plus 100T, Global) com abertura de 100 mesh (149 pum).

3.2.2 Sintese da Hidroxiapatita

O método de sintese adotado para a obtencdo da hidroxiapatita foi a precipitacdo em
meio aquoso (NAVARRO DA ROCHA et al., 2013), em temperatura ambiente e controle do
pH igual a 12, como ilustrado no fluxograma da Figura 3.3. A solugdo precursora foi produzida
pela mistura, sempre em agitagcdo, das solugdes: 0,5 mol/L de hidréxido de calcio (Ca(OH),),
0,3 mol/L de acido orto-fosforico e 1 mol/L de acido latico (C3HeO3).

Primeiramente, a solu¢do de 1 mol/L &cido latico (C3HgO3) foi adicionada a suspensio
de 0,5 mol/L hidroxido de célcio (Ca(OH)>). Ap6s 30 minutos, adicionou-se lentamente a
mistura uma solugdo de 0,3 mol/L acido orto-fosforico (H3POs), a uma taxa de 8 ml/min. Ao
final desta etapa, a solucdo obtida apresentou um aspecto translicido e estavel. Apos 24 horas
do preparo da solugdo precursora, sempre em agitacdo, a solucdo de 1 mol/L hidroxido de
potéssio (KOH) foi adicionada para induzir a precipitagdo da hidroxiapatita através do ajuste
do pH, a fim de alcangar o valor de 12. O precipitado resultante foi envelhecido por 24 horas e
filtrado em sistema de vacuo (DVP, modelo ZA 60S da marca EDWARDS), adicionando
abundantemente dgua ultrapura para a retirada do KOH em excesso. Nesta etapa, foi alcangado
o pH=7 no liquido filtrado e, na sequéncia, o material foi encaminhado para secagem na estufa,
com temperatura controlada, em torno de 50°C por 48 horas. Apds a obtencdo dos pos secos,
os mesmos foram desaglomerados com o auxilio de um almofariz e um pistilo e peneirados

para obtencao da granulometria padrdo (75 e 150um).
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Figura 3.3 Fluxograma para a sintese de hidroxiapatita pelo método de precipitagdo em meio
aquoso.

3.2.3 Producdo de nanocompdsitos de Hidroxiapatita-Grafeno (nHA - GO)

A primeira rota de producdo dos nanocompdsitos consiste na mistura entre o p6 de HA
e as dispersdes de GO. A mistura foi submetida a agitacdo mecanica, durante 1 hora, em
agitador mecanico (Fisatom, modelo 713). Quando necessario, as dispersdes de GO foram
diluidas em 4gua ultrapura para auxiliar na agitagdo. A velocidade de agitacdo foi regulada em
funcdo do volume de solugdo sob agitagdo. Na sequéncia, as misturas foram filtradas a vacuo
com o auxilio de funil de Buchner, kitassato, bomba de vacuo e papel de filtro qualitativo
(Qualy, J.Prolab — 80 gramas, 18,5 cm) para eliminacdo do excesso de agua. O material foi
encaminhado para secagem na estufa, com temperatura controlada, em 50 °C por 48 horas. Apos
a obten¢do dos pos secos, estes foram desaglomerados com o auxilio de um almofariz e um
pistilo. Os nanocompdsitos nHA - GO foram fabricados contendo 0,5%, 1,0% e 1,5%, em peso

de GO.
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3.2.4 Sintese da Hidroxiapatita-Grafeno (sHA - GO) pelo método de precipitagdo em meio

aquoso

Para a sintese da sHA - GO pelo método de precipitagdo em meio aquoso, as dispersdes
de GO foram adicionadas durante o preparo da solucdo precursora. A suspensdo contendo o
GO foi adicionada, lentamente, a solugdo rica em ions Ca*" e PO4>" ja pronta. Apds 24 horas do
preparo da solucdo precursora sHA - GO, sempre em agitagdo, a solu¢do de 1 mol/L hidroxido
de potéssio (KOH) foi adicionada, atingindo pH=12, como na sintese convencional de HA. Para
um melhor controle dos parametros, a sintese foi realizada em parceria com a empresa R-CRIO,
utilizando o reator Tec-Bio-Flex, da Tecnal. O equipamento possui entradas para sensor de
temperatura, eletrodo de pH digital e bombas peristalticas, capazes de controlar a temperatura,
o pH da solucdo e a velocidade de gotejamento das solugdes, respectivamente. Para esta rota,
os parametros temperatura e pH foram ajustados para 25 °C e pH=12.

O composto resultante foi envelhecido por 24 horas e filtrado em papel de filtro (Qualy,
J.Prolab — 80 gramas, 18,5 cm) em sistema de vacuo (DVP, modelo ZA 60S da marca
EDWARDS). Os precipitados foram suspensos, diversas vezes, em agua ultrapura para a
retirada do excesso de KOH. Nesta etapa do trabalho, foi alcangado o pH=7 no liquido filtrado
e, logo apds, foram realizados os processos de secagem, desaglomeragdo e peneiramento (75 e
150um), conforme descrito no topico de produgdo da HA. O processo de secagem foi realizado
utilizando o equipamento de liofilizagao (Christ, modelo Alpha 1-2) por um periodo de 48
horas. A rota sHA - GO estd ilustrada na Figura 3.4. Os nanocompdsitos foram fabricados

contendo 0,5%, 1,0% e 1,5%, em peso de GO.
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Figura 3.4 Fluxograma contendo a rota para a sintese da HA-grafeno pelo método de
precipitagdo em meio aquoso.

3.2.5 Caracterizagdes estruturais, morfoldgicas e fisico-quimicas

As caracterizagdes foram realizadas contemplando o grafite como recebido, a producao
do GO, a sintese da hidroxiapatita e a produ¢do dos nanocompositos de HA - GO por meio das
2 rotas. Estdo representadas no fluxograma abaixo (Figura 3.5 e Figura 3.6) as caracterizagdes

referentes a cada etapa proposta neste trabalho.
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Figura 3.5 Caracterizagdes realizadas no grafite como recebido e nas dispersdes de GO.
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Figura 3.6 Caracterizagdes estruturais, morfoldgicas e fisico-quimicas realizadas nos pos de
HA e HA - GO.

3.2.5.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espectroscopia de Dispersdo de
Energia (EDS)

As andlises morfologicas dos materiais investigados foram realizadas por meio de um
microscopio eletronico de varredura com fonte de emissdo de campo (Field Emission Gun,
MEV-FEG, da marca FEI e modelo: QUANTA FEG 250) no Instituto Militar de Engenharia
(IME). Esse equipamento proporciona elevada resolugdo espacial quando comparado aos outros
emissores termionicos. Foram ainda realizadas analises de espectroscopia de raios X por
dispersdo de energia (EDS), identificando qualitativa e semi-quantitativamente a composi¢ao
quimica do grafite como recebido. Os parametros utilizados para analise das amostras dos pds
de HA e HA - GO foram: tensdo de aceleracdo de 10 kV, abertura da lente 5, spot size de 3 e

distancia de trabalho de 3 mm, com o uso de elétrons secundarios. As amostras foram recobertas
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com platina por sputtering com o auxilio do equipamento de deposi¢ao de filme de alto vacuo
(LEICA, EM ACEG600) sob corrente de 35 mA.

Para as dispersdes de GO, foi necessario preparar as amostras sobre o substrato de silicio
monocristalino. Devido a superficie hidrofobica do substrato de silicio foi necessario um ataque
de hidrofilizagdo. A preparacdo das amostras consiste na imersdo dos substratos em solugao
contendo perdxido de hidrogénio (H»0-), hidréoxido de amonio (NH4OH) e dgua ultrapura
(H20) na propor¢ao 5:1:1 com a temperatura de 80 °C por um periodo de 10 min (KERN, 2018).
As dispersdes de GO foram diluidas em concentragdes abaixo de 0,6 mg/ml e depositadas sobre
o substrato de silicio por spin coating (3000 rpm por 60 s). Os pardmetros utilizados foram:
tensdo de aceleragdo de 5 kV, abertura da lente 5, spot size de 4 e distancia de trabalho de 5

mm, com o uso de elétrons secundarios.

3.2.5.2 Microscopia Eletronica de Transmissao (MET)

As andlises por microscopia eletronica de transmissdo (MET) foram realizadas no
Laboratorio de Microscopia, o qual se encontra inserido na Faculdade de Odontologia de
Piracicaba (FOP). As observagdes foram feitas no microscopio eletronico de transmissdo da
marca JEOL, modelo JEM 1400, operando com voltagem de aceleragdo de 120kV. A técnica
possibilita a aquisi¢do de imagens de alta resolucdo, permitindo a observacdo direta da
microestrutura dos materiais.

A morfologia e o tamanho de particula dos nanocompositos nHA - GO e sHA - GO, na
escala manométrica, foram avaliados. Para isso, as amostras nHA, nHA - GO, sHA e sHA - GO
foram dispersas em alcool isopropilico a 1%, deixadas em repouso por 24 horas, e gotejadas

50 pL em tela de cobre de 200 mesh, cobertos por pelicula de filme de carbono.

3.2.5.3 Difragdo de raios X (DRX)

A obtencdo dos difratogramas para identificacdo das fases foi realizada em um
difratdbmetro da marca PANalytical, modelo X Pert PRO no Departamento de Cristalografia da
Companhia de Pesquisa de Recursos Minerais (CPRM) e no Centro Brasileiro de Pesquisas
Fisica (CBPF). A varredura da HA e dos nanocompdsitos HA - GO foram realizadas no

intervalo angular de 10°<20<80° e, para o grafite e as dispersdes de GO, o intervalo angular de
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varredura foi 5°<20<80 e 5°<20<40°, respectivamente. Os parametros utilizados para analise
foram: tempo por passo de 100 s, passo de coleta 0,02°, fenda incidente 1° e divergente 1/2,
com fonte de cobre (Cu Ka A = 1,54 A) e tensdo e corrente de 40 kV ¢ 40 mA. A identificagdo
das fases dos materiais investigados neste trabalho foi realizada através do software X’Pert
HighScore Plus da Panalitycal.

Além disso, estimativas do valor da dimensao do cristalito foram obtidas ao utilizar o
programa MAUD (Material Analysis Using Diffraction, versao 2.92), que compara os dados
experimentais com os arquivos da base de dados cristalograficas (CIF). Os arquivos foram
obtidos no site COD (Crystallography Open Database), e os indicadores estatisticos: GOF
(godness of fit) e Ryp apresentaram a qualidade do refinamento, com os valores entre 1,3 e 1,7,
e entre 10 e 20%, respectivamente.

Vale ressaltar que os célculos de tamanho médio de cristalito utilizando padrdes de
difracdo de raios X podem ndo fornecer resultados precisos. Contudo, estes dados podem

oferecer informagdes dos cristais, a respeito da ordem de grandeza, e a sua escala nanométrica.

3.2.5.4 Espectroscopia Raman

A espectroscopia Raman tornou-se uma das técnicas mais importantes para
caracterizacdo do grafeno e seus derivados. Trata-se de uma técnica ndo destrutiva capaz de
identificar a impressdo digital do material pela analise das bandas D e G, situadas em torno de
1360 € 1560 cm™!, respectivamente (FERRARI, 2007). Além disso, a técnica possibilita avaliar
a quantidade de camadas de grafeno, identificar subprodutos indesejados, defeitos estruturais,
grupos funcionais e modificacdes quimicas durante a produg¢do do grafeno (FERRARI e
BASKO, 2013).

As andlises foram realizadas no Laboratorio de Revestimentos Protetores e Materiais
Nanoestruturados da Pontificia Universidade Catolica do Rio de Janeiro (PUC-Rio), utilizando
espectrometro NT-MDT NTEGRA com comprimento de onda de laser de 518 nm, faixa de
varredura entre 500 ¢ 3250 cm! e tempo de radiagdo de 100 s. Para identifica¢do precisa da
intensidade do picos presentes no espectro, foram realizadas a deconvolug¢do dos modos
vibracionais na regido das bandas D e G, como também para a regido 2D. Para o processamento
dos dados das curvas deconvoluidas, foi utilizado o software FITYK (versdo 1.3.1) com a

funcdo lorentziana (WOJDYR, 2010; KANIYOOR e RAMAPRABHU, 2012).
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3.2.5.5 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia FTIR ¢ uma técnica que se fundamenta nas mudangas de estados
energéticos vibracionais e fornece evidéncias da presenga de grupos funcionais na estrutura da
amostra. Nesta técnica, a amostra ¢ exposta a radia¢do infravermelha e ¢ comparada com a
radiagdo transmitida na sua auséncia, registrada na forma de bandas de absor¢ao. A absor¢ao
dessa radiagdo corresponde a frequéncia de vibragdes das moléculas que compdem o material
(THOMAS et al., 2017).

As andlises foram realizadas no Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas (CBPF) pelo
espectrofotometro FT-IR Prestige-21 da Shimadzu, obtidos na faixa de numero de ondas entre
4000 € 400 cm! e na resolugdo de 4 cm™. As amostras foram preparadas sob a forma de pastilhas

transparentes com a razao 1:100, sendo este tltimo a quantidade de KBr.

3.2.5.6 Anadlise Termogravimética (TGA) e sua Derivada (DTG)

A andlise termogravimétrica envolve a variagdo da massa de amostras submetidas a uma
programacdo controlada de temperatura, definida como um processo continuo que ¢
determinado em fungdo da temperatura e/ou tempo. E uma técnica que proporciona o
entendimento das alteracdes de massa de uma substincia aquecida/resfriada, possibilitando
conhecer a temperatura em que a amostra comeca a decompor, oxidar, sofrer degradagao, entre
outros processos (LUCAS et al., 2001).

As analises foram realizadas no laboratorio de Recursos Analiticos ¢ de Calibragao
(LRAC) na UNICAMP, através do analisador Termogravimétrico (modelo TGA/DSCI,
METTLER TOLEDO) com balanga microanalitica (modelo MX5, METTLER TOLEDO).
As amostras foram adicionadas em um cadinho de alumina, utilizando atmosfera de nitrogénio
com fluxo de 100 ml/min. A taxa de aquecimento foi de 10°C/min, com temperatura variando
entre 25 a 1000 °C.

Para o GO, foi realizado um prévio processo de secagem por liofilizagdo para eliminagao
da umidade na amostra. A andlise térmica foi realizada para testar a estabilidade térmica das

folhas de GO, separadamente, e nos nanocompdsitos produzidos.

59



3.2.6 Caracterizacdes bioldgicas in vitro

Para os ensaios in vitro, as amostras produzidas pelas Rotas 1 e 2 foram prensadas
uniaxialmente em prensa hidraulica (SSP - 10A Shimadzu) e conformadas em pastilhas de
10 mm de diametro, com massa de 150 mg, a 500 MPa, por 3 minutos.

Para este estudo, as amostras passaram pelo processo de esterilizacdo em uma mistura
de gas composta de 30% de 6xido de etileno e 70% de dioxido de carbono, com exposi¢ao por
8 horas, 40°C e umidade relativa de 30 a 80%. Este processo ocorreu aplicando véacuo por 15
minutos, com posterior entrada da mistura do gas até a pressdo de 0,5 kgf/cm?. Ao término deste

processo, as amostras foram aeradas por 10 min com ar filtrado.

3.2.6.1 Ensaios in vitro de Bioatividade

O teste de bioatividade in vitro, introduzido por KOKUBO ef al. (1990), consiste na
imersdo do material em solu¢do inorganica, com concentragdo idnica semelhante a do plasma
sanguineo humano, conhecida como fluido corporal simulado (Simulated Body Fluid -SBF). A
observagao de modificacdo na morfologia e, mais especificamente, a presenga de depdsitos de
apatita (bone-like apatite) na superficie do biomaterial é considerada um resultado positivo para
a bioatividade da amostra testada. Atualmente, com o intuito de aproximar os resultados dos
experimentos in vitro aos in vivo, estudos vem utilizando meios de cultivo celular, porém sem
as células, para a avaliagdo do comportamento e bioatividade superficial dos biomateriais
(LEE et al., 2011).

O ensaio de bioatividade foi realizado em uma incubadora de CO> (PANASONIC,
modelo COM-19AIC-PA) em temperatura de 37 °C e pressao de 5% CO», e as amostras foram
imersas, separadamente, em 20ml de solu¢do McCoy, em 3 diferentes tempos (3, 7 ¢ 14 dias),
avaliando a precipitagdo espontinea, ou ndo, de carbonato apatita sobre a superficie do

biomaterial através da analise por MEV.
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3.2.6.2 Ensaios in vitro de Citotoxicidade Indireta

Para o estudo biologico in vitro, foram realizados testes de citotoxicidade com
células - tronco mesenquimais da polpa do dente em colaboragdo com a empresa de Centro de
Processamento Celular — R-Crio Criogenia SA (Campinas, SP).

A andlise de citotoxicidade indireta dos nanocompdsitos nHA - GO foi realizada através
do ensaio de conversdo do sal brometo de 2- (4,5-dimetil-2-tiazolil)-3,5-difenil-2H-tetrazélio
(MTT) (Sigma-Aldrich) em cristais de formazan. Para este estudo, extratos das amostras foram
obtidos apds a imersao das amostras em 2 mL de meio basal DMEM suplementado em periodos
de 24 e 48 horas a 37 °C e 5% de COa». A analise foi realizada nesses extratos das amostras apos
imersdo em meio de cultura basal DMEM (Sigma—Aldrich, Cat. D5523) suplementado com
10% v/v de soro fetal bovino (Sigma—Aldrich, Cat. F2561), 1% v/v de L-glutamina (Sigma—
Aldrich, Cat. 59202C) e 1,1% v/v penicilina/estreptomicina (SIGMA—-ALDRICH, Cat. P4333)
durante 24 horas. Para isso, aliquotas de 200 pL de uma suspensio contendo 4x10* células em
meio DMEM suplementado foram inoculadas em placas de fundo chato de 96 pogos e mantidas
por 24 horas em incubadora (Panasonic, MCO-19AIC UV) a 37 °C e 5% de CO». Nesta etapa,
foram adicionados 150 pL de dimetilsulféxido (DMSO, Sigma—Aldrich) para a dissolugdo dos
cristais. As placas foram incubadas em estufa (Tecnal) na temperatura de 37° C por 40 minutos.
Ap0s este periodo, os extratos foram transferidos para nova placa e as absorbancias analisadas
em espectrofotdmetro (Promega, modelo Glomax E8032) a 560 nm.

Para o ensaio de citotoxicidade indireta dos nanocompositos sHA - GO, seguiu-se a
norma ISO 10993-5/2009, realizando-se o procedimento em duas etapas paralelas, inicialmente.
Pesou-se o material esterilizado, adicionando-se em seguida meio de cultivo na proporcao de
0,1 g de material por mililitro de meio (a-MEM suplementado com 10% v/v de soro fetal bovino
e 1% v/v dos antibioticos penicilina/estreptomicina), incubando-se as amostras a 37 °C por 24 h.
Simultaneamente, semeou-se as células-tronco mesenquimais em placas de 96 pocos, na
proporgdo de 4x10* células/pogo, adicionando-se 100 uL de meio de cultivo e incubando-as
também por 24 h (37 °C, 5 % CO»), até a obtencdo de uma monocamada de células. Apos este
periodo, o meio de cultivo das células foi trocado por 100 puL do extrato do material, e mantido
nas mesmas condi¢des por 24 horas. Em seguida, para avaliar a atividade metabdlica celular,
trocou-se o extrato por 200 pL de solugdo de resazurina (Sigma-Aldrich) (0,5 mg/mL em PBS,
diluida em meio de cultura padrao a 50 % v/v), que foi incubada com as células por 4 horas. A

resazurina, de cor azul, ¢ metabolizada pelas células e reduzida a resorufina, de cor rosa. Por
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fim, retiraram-se aliquotas de 100 pL de cada pogo, transferindo-os para outra placa de 96
pogos, onde se realizou a analise de fluorescéncia (BiotekSynergy HT) com comprimentos de
onda de 530 nm de excitacdo ¢ 590 nm de emissao.

Para o controle positivo, a inoculagdo das células-tronco mesenquimais foi realizada
diretamente nos pogos. Para o controle negativo, as células ndo foram inoculadas, apenas os
reagentes adicionados. A viabilidade celular (%) das amostras foram calculadas para
normaliza¢do, conforme PARK e XIAN et al. (2015) avaliaram em seu estudo através da
equagdo abaixo:

Absorbancia das células da amostra — Controle Negativo 10 Equagio 3.1

% viabilidade celular = — - x 100
Controle Positivo — Controle negativo

3.2.6.3 Andlise Estatistica

Os valores relativos a intensidade da absorbancia foram submetidos ao teste de
normalidade de Shapiro-Wilk, os quais apresentaram-se com distribuicdo normal. Foi utilizado
a Anélise de variancia de um fator (ANOVA one-way), para indicar possiveis diferencas entre
os grupos, seguido do pos-teste de Tukey. Para esta anélise, foi adotado o nivel de significancia
p<0,05.

A andlise estatistica foi realizada com o auxilio dos programas Microsoft Excel 2019

(Office 365, versao 16.30) e SPSS (IBM SPSS Statistic, versao 21).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, serdo apresentados os resultados e discussdo das seguintes etapas de
trabalho:

eCaracterizacao do grafite, como recebido, e do GO produzido;

eProducdo e caracterizagdo das amostras de nHA e nHA - GO;

eProducdo e caracterizagdo das amostras sHA e sHA - GO

4.1 CARACTERIZACAO DO GRAFITE E DO OXIDO DE GRAFENO

4.1.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A Figura 4.1 (a) e (b) apresenta, respectivamente, a analise morfoldgica superficial e a
medi¢do do tamanho dos flocos do grafite Graflake 99550 obtidas por MEV. O tamanho médio
dos flocos medido foi de 734,9 um, com desvio padrao igual a 214,45 pm. Este resultado valida
o laudo descrito pelo fornecedor, que garante um tamanho médio dos flocos superior a 300 pm.

O resultado por EDS (Figura 4.2) identificou apenas a presenca de carbono e oxigénio,

verificando a ndo existéncia de contamina¢des no material.

~ AT \ o . =\ /\ & f-i\— ’. 1 mm
Figura 4.1 (a) Micrografia (MEV) da amostra de grafite Graflake 99550; e (b) medida do
tamanho dos flocos. Ampliagdo de (a) e (b) 80x.
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Figura 4.2 Espectro de EDS do grafite Graflake 99550.

A Figura 4.3 apresenta as imagens obtidas por MEV para avaliagdo morfoldgica das
folhas de GO. A partir das imagens, pode-se observar a presenga de folhas de 6xido de grafeno
sobrepostas e dobradas, com tamanhos variados, confirmando o sucesso no processo de
esfoliacdo do grafite. Esta caracteristica estd de acordo com os resultados encontrados na

literatura, que confirmam a flexibilidade das folhas de GO, através da evidéncia de dobras ao

longo de toda a imagem (MARCANO et al., 2010; FARIA et al., 2017).

Figura 4.3 Eletromicrografia da amostra de GO. Amplicagdo de (a) ‘

(b) 2500x.
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4.1.2 Difracdo de Raios X (DRX)

Os difratogramas do grafite e do GO obtidos por DRX estdo representados na Figura
4.4. A posi¢do e intensidade dos picos 26,6° e 54,8° observados no padrao difratométrico do
grafite (Figura 4.4 (a)) podem ser atribuidos aos planos (002) e (004), indexados pela ficha
JCPDS 00 - 023 - 0064, referentes a estrutura hexagonal do carbono. Além disso, nenhuma
outra fase cristalina foi identificada, o que indica a alta pureza, concordando com o resultado
por EDS (Figura 4.2). A Figura 4.4 (b) exibe o difratograma do GO produzido, identificando
um Unico pico de difracdo relacionado ao plano (002), para 26 igual a 6,30°. A auséncia do pico
26,6°, caracteristico do grafite, confirma a completa oxidacdo obtida pela esfoliacdo em fase

liquida por rota quimica.

Grafite | —— Grafeno|

S

(@)

(002)

(002)

Intensidade (u.a.)
Intensidade (u.a.)

— (0

|
10 20 30 40 50 60 70 80 5 10 15 20 25 30 35 40

20 (°) 20 ()

Figura 4.4 Difratograma do (a) grafite Graflake 99550 e (b) GO produzido pela esfoliagdo em
fase liquida por rota quimica.

Através da analise por DRX, foi possivel detectar a distancia interplanar (Tabela 4.1) e
o grau de esfoliagdo do GO por meio da equagdo de Bragg (Equacdo 4.1). O deslocamento do
pico 26,6° referente ao plano (002) do grafite, para 6,30° no GO, indica um aumento na
distancia interplanar (de até 4 vezes a distancia original), devido a intercalacdo por grupos

funcionais de oxigénio (PRUNA et al., 2013).

g na Equagdo 4.1
~ 2sin@

65



Tabela 4.1 Distancia interplanar calculada pela equagdo de Bragg do grafite Graflake 99550 e
do GO produzido pela esfoliacdo em fase liquida por rota quimica.

Amostra 20 () Distancia Interplanar (nm)
Grafite 26,6 0,335
GO 6,30 1,401

E importante ressaltar que o espacamento interplanar pode variar pelo preparo da
amostra para analise por DRX e/ou em fun¢do do grau de oxidagdo obtido durante o processo
de esfoliagdo. Além disso, o padrdo difratométrico do GO produzido neste estudo pode ser
relacionado ao grafeno multi ou few-layer, em virtude do grafeno monolayer ndo apresentar

picos de difracdo.

4.1.3 Espectroscopia Raman

As andlises por Raman podem evidenciar a qualidade do GO produzido (Figura 4.5)
pela presenca das bandas D e G e, especialmente, pela relacdo de intensidade entre elas (Ip/Ig).
Através do espectro Raman, observou-se os valores de deslocamento correspondentes da
banda D, em 1355,37 cm’!, e banda G, em 1577,65 cm’!, que estdo de acordo com os
encontrados na literatura (FERRARI et al, 2006; MARTINS FERREIRA et al., 2010;
MARCANO et al., 2010; FERRARI e BASKO, 2013; DIMIEV e TOUR, 2014). Essas duas
bandas representam a impressdo digital do grafeno. Enquanto a banda D do espectro esta
associada a natureza defeituosa e desordenada das folhas de grafeno (presenga de dominios
sp®), a banda G esta associada ao carbono grafitico, sendo uma das bandas da estrutura do
grafeno (FERRARI e BASKO, 2013; RAJAGOPALAN e CHUNG, 2014). Estudos indicam
que a banda G se torna mais intensa com o aumento do nimero de camadas de grafeno
(SHEN e LUA, 2013). Como observado neste trabalho, a maior intensidade da banda D
confirma os defeitos da rede no plano basal do grafeno, originados pela producao via esfoliagao
em fase liquida pela rota quimica (Ip/lc = 1,40). Este resultado estd de acordo com os
encontrados na literatura (MUZYKA et al., 2018).

A partir de uma analise criteriosa dos espectros Raman, foi possivel obter informagdes
relevantes das bandas D e G. Por exemplo, apds a deconvolucao, utilizando o ajuste Lorentziano
destas bandas, um total de quatro picos constituintes foram obtidos, sendo eles: D, G, D** e D’

(Figura 4.5(b)) posicionados em: 1355,37, 1577,65, 1522,11 € 1607,05 cm™!, respectivamente.
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Com isso, foi possivel observar que a aparente maior intensidade da banda G (FIG. 4.5(a)) esta
relacionada a presenca da banda D’, que ocorre em funcdo do GO produzido ser composto por
uma estrutura altamente defeituosa (KANIYOOR e RAMAPRABHU, 2012). J4, o pico D**,
possui a sua origem nas vibra¢des de C-H em carbonos hidrogenados (MERLEN et al., 2017).
Neste trabalho, os valores para o coeficiente de determinagdo (R?) foi de 0,9946 para o GO,

demonstrando a alta qualidade do ajuste.

—— GO (4,02 mg/ml)| |8
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Figura 4.5 (a) Espectro Raman evidenciando as bandas caracteristicas do GO; (b) espectro
Raman do GO ap6s a deconvolugdo das bandas caracteristicas.

A literatura indica que bandas adicionais podem ser visiveis também na regido da banda
G’ (2D) do espectro Raman (KANIYOOR e RAMAPRABHU; 2012; MUZYKA et al., 2018).
Ap6s a deconvolugdo pelo ajuste Lorentziano, trés bandas nesta regido foram identificadas:
G’, D+G e 2D’. O surgimento da banda G’ (2716,69 cm™) esta relacionado com a organizagdo
estrutural (impressao digital) de materiais cristalinos a base de carbono, sendo considerada uma
banda de segunda ordem. Em contrapartida, o aparecimento desta banda ndo tem relagdo com
a presenca de defeitos, diferentemente do que foi reportado para a banda D (MATOS, 2015).
Além disso, a razdo de intensidade relativa Ig/Ig pode ser usada para distinguir o nimero de
camadas de folhas de grafeno, onde: Ig-/Ig > 2 corresponde ao grafeno single layer; entre 1-2,
como double layer; e < 1, multi layer (SHEN e LUA, 2013). No presente trabalho, a razao Ig-/Ig
foi igual a 0,07, que confere caracteristicas do grafeno multi layer. Estes valores corroboram
com os resultados por DRX apresentados na analise do GO deste trabalho.

Outra regido localizada em 3190,56 cm™ pode ser atribuida a banda 2D’. No trabalho
de KANIYOOR e RAMAPRABHU (2012), os autores relatam o surgimento desta banda em

amostras de grafite, porém, de baixa intensidade. Além disso, CANCADO et al. (2011) afirmam
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que ndo sdo necessarios defeitos para a sua ativacdo. Portanto, esta banda 2D’ pode estar
associada ao carbono grafitico; ao contrario da banda D+G (2929,56 cm '), relacionada aos
defeitos estruturais presentes na amostra (sobretom da banda D) (KANIYOOR e
RAMAPRABHU; 2012). Segundo DIMIEV e TOUR (2014), a evidéncia das bandas G’ ¢ D+G,
apresentando alta amplitude e baixa intensidade, ¢ tipica para o GO.

Além disso, o pico em 2328,85 cm™! estd relacionado ao silicio, material utilizado como

substrato para a andlise.

4.1.4 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

Na Figura 4.6, sdo apresentados os espectros de FTIR das amostras de grafite e GO.
Na Figura 4.6 (a), o espectro de FTIR do grafite ndo exibe bandas significativas ou relevantes
para quaisquer grupos funcionais. No entanto, bandas atribuidas a moléculas de d4gua adsorvidas
podem ser observadas em 3000-4000 cm™ e 1631 ¢cm. Estudos indicam que, durante o
processo de esfoliacdo do grafite por rota quimica, algumas bandas podem aparecer devido a
intercalacdo de alguns reagentes utilizados no processo como, por exemplo: acido sulfurico,

acido nitrico e acido formico (LEE et al., 2010).
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Figura 4.6 Espectro FTIR das amostras de (a) grafite e (b) GO.

O GO produzido ¢ um material quimicamente funcionalizado pela introdugdo de grupos
funcionais (contendo oxigénio), podendo ser composto por carbonos sp’-hibridizados
(com grupos funcionais hidroxila e éter/epoxi dispostos em ambos os lados das superficies) e
carbonos sp?-hibridizados (com grupos funcionais carbonila e carboxila tanto nas superficies
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quanto nas bordas). O espectro do GO, observado na Figura 4.6 (b), apresenta bandas
caracteristicas para ligagdes de CO em 1160 cm™! e 1068 cm™ (dos grupos carboxila).
A presenga de grupos carboxila na superficie das folhas de grafeno ¢ confirmada pelo
alongamento do modo de vibragio do grupo carbonila a 1740-1720 cm™'.

A banda larga entre 3500-3000 cm™! estd relacionada aos modos de estiramento da
ligacdo - OH, devido a presenga de agua adsorvida em sua superficie. Além disso, os grupos
hidroxila sdo definidos pelo modo de flexdo entre 1640-1620 cm™ e 1404 cm™. As bandas em
2927 e 2852 cm™! correspondem, respectivamente, aos estiramentos antissimétrico e simétrico
dos grupamentos - CHz. O processo de oxidacdo foi confirmado pela presenga das bandas de
C = O e pelo decréscimo na intensidade das bandas O - O, a partir das ligagdes de OH - OH ou
O - O - C, como observado em outros estudos (TUCUREANU et al., 2016).

As bandas do espectro FTIR observados para o GO estdo listados na Tabela 4.2.
Geralmente, nos espectros FTIR de grafeno, a interpretacdo das bandas que aparecem em
intervalos abaixo de 900 c¢m™' ndo sdo atribuidas devido a complexidade estrutural

(LEE et al., 2010).

Tabela 4.2 Banda do espectro FTIR observados para o GO.

Banda (cm™) Descricio

Modo de estiramento da ligacdo —OH devido a presenga de agua

3500-3000
adsorvida em sua superficie (ligacdo OH)
2927 Modo de alongamento antissimétrico do grupo — CHa (ligagdo C —H)
2852 Modo de alongamento simétrico do grupo —CHb (ligagdao C — H)
1740-1720 Modo de vibragao do grupo carbonila — CH = O (ligagdo C = O)
1640-1620; 1404 Modo de flexao do grupo hidroxila OH (ligagdo O — H)
1160; 1068 Modo de alongamento simétrico do grupo — COOH (ligag¢ao C — O)

4.1.5 Analise Termogravimétrica (TGA) e a sua Derivada (DTG)

As curvas termogravimétricas do GO sdo apresentadas na Figura 4.7, mostrando que a

decomposi¢ao do GO ocorre em diferentes estagios. A primeira perda de 27% ocorre até 132°C,
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que se refere as moléculas de agua adsorvidas e a libera¢ao dos grupos OH superficiais no GO
(EQTESADIA et al., 2017; RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2014). A decomposi¢io térmica
dos grupos funcionais contendo oxigénio instdvel mostrou uma perda de massa de,
aproximadamente, 28%, e ocorreu até a temperatura de 145°C (RAUCCI et al., 2017;
Ll et al., 2013). Entre 145 e 335 °C, grupos hidroxilas ligados as folhas de GO e os grupos
funcionais mais estaveis do carbono sdo removidos, apresentando uma perda de 17%
(MARCANQO et al., 2010; MOHANDES e SALAVATI-NIASARI, 2014). Ao final, a massa
residual encontrada para o GO fabricado foi de 16,44% a 1000°C.
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Figura 4.7 Andlise termogravimétrica (TGA) e a sua derivada (DTG) do GO produzido.
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4.2 CARACTERIZACAO DOS NANOCOMPOSITOS nHA-GO

4.2.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A Figura 4.8 apresenta as micrografias das amostras de nHA e nHA - GO produzidas,
contendo 0,5%, 1,0% e 1,5%, em peso de GO. A andlise dos p6s da nHA revelou uma
microestrutura homogénea formada por finas particulas, de morfologia agulhada, com tamanho
inferior a 500 nm. Para os pds dos nanocompdsitos nHA - GO produzidos, ¢ possivel identificar
as nanoparticulas de HA aderidas a superficie das folhas de GO. Além disso, na superficie das
folhas de GO, pode-se observar a forte afinidade entre a HA e o GO. Assim, como no trabalho
de LEE et al. (2015), essa forte interacdo pode ser atribuida a ligagcdo de hidrogénio entre os
grupos hidroxila da HA e os grupos funcionais do GO, como grupos carboxila, hidroxila,

carbonila e epoxi.

Figura 4.8 Micrografia (MEV) dos pos de nanocompdsitos (a) nHA, (b) nHA - GO 0,5%,
(¢) nHA - GO 1,0% e (d) nHA - GO 1,5%. Ampliagao de 100.000x.
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O aumento da adi¢ao de 0,5% para 1,5%, em peso de GO resultou na maior presenga da
HA na superficie do GO. Contudo, mesmo com o aumento gradativo, aglomeracdo das folhas
de GO nao foi observada. Neste estudo, as folhas de GO estdo homogeneamente dispostas, em

relag@o as nanoparticulas de HA, em toda a extensdo da superficie analisada por MEV.

4.2.2 Microscopia Eletronica de Transmissdao (MET)

A morfologia das amostras nHA, nHA - GO 0,5%, nHA - GO 1,0% e nHA - GO 1,5%.
sdo apresentadas na Figura 4.9. Para a nHA (Figura 4.9(a)), observou-se particulas aglomeradas
com aspecto semelhante a agulha. As particulas finas, particularmente em escala nanométrica,
apresentam elevada area superficial e, consequentemente, podem aglomerar, formando
particulas secundarias. PAZ et al. (2012) demonstraram que a morfologia e a cristalinidade sdo
fortemente dependentes do método de sintese adotado e do tempo de crescimento das
nanoparticulas. No estudo de PAZetal (2012), as particulas obtidas pelo método de
precipitagdo em meio aquoso resultaram em nanoparticulas na forma de agulha e com um
tamanho de particula de, aproximadamente, 62nm. Estes resultados sdo similares aos obtidos
na produ¢do da nHA do presente trabalho.

A microestrutura dos nanocompositos nHA - GO revelou uma deposi¢ao e distribui¢ao
das nanoparticulas de HA sobre a folha transparente de GO. Além disso, pode-se observar na
regido transparente da folha de GO, o aspecto enrugado ou amassado na forma de onda, o que
demonstra ser caracteristica da existéncia de folhas de GO de camada tnica. Assim como
relatado no trabalho de NEELGUND et al. (2013), as folhas de GO foram recobertas com
eficiéncia pelas nanoparticulas de HA, comprovando a forte interacdo entre a HA e o GO.
De modo similar, MOHANDES e SALAVATI-NIASARI (2014) afirmaram que a deposicao e
distribuicdo das nanoparticulas de HA ocorreu por toda a extensdo das folhas de GO. Estes
resultados estdo de acordo com os obtidos por MEV, que mostrou uma distribuicdo homogénea
das nanoparticulas de HA na superficie do GO, indicando que a abordagem adotada neste
trabalho se trata de um método eficaz para formar materiais compdsitos nanoestruturados a base

de grafeno.
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Figura 4.9 Microgfaﬁa (MET) dos po6s de nanocompdsitos (a) nHA, (b) nHA - GO 0,5%,
(c) nHA - GO 1,0% e (d) nHA - GO 1,5%.

4.2.3 Difracdo de Raios X (DRX)

A Figura 4.10 apresenta o difratograma das amostras de nHA, nHA - GO 0,5%,
nHA - GO 1,0% e nHA - GO 1,5% obtidas por DRX. Para a amostra nHA, o perfil
difratométrico demonstrou um padrao caracteristico da fase hidroxiapatita pouco cristalina e/ou
nanométrica, com picos pouco definidos e bandas alargadas. Segundo LEGEROS (2008), esta
caracteristica ¢ compativel com o padrdo da fase mineral do osso humano, identificando o
padrdo de difragdo de raios X correspondente as apatitas minerais. Os picos de difracdo dos
planos cristalinos correspondem a estrutura da HA, e foram indexados pela ficha

JCPDS 01 - 089 - 4405.

73



1 \ (d) nHA-GO 1,5%
m W/‘,
5
)
()]
% W
= (a) —HA
JCPDS 01-089-4405
o
10 20 30 40 50 60 70 80
20 (°)

Figura 4.10 Difratograma dos pés de (a) nHA, (b) nHA - GO 0,5%, (c) nHA - GO 1,0% e
(d) nHA - GO 1,5%.

Para as amostras dos pos de nanocompdsitos nHA - GO, ndo foram identificados picos
de difragdo caracteristicos do GO em nenhuma das composi¢des investigadas neste trabalho
dentro do intervalo angular de 10°<260<80°. Este resultado indica alta homogeneidade do GO
na nHA, como observado por MEV. Além disso, a identifica¢do dos planos cristalinos somente
da fase nHA indica alta estabilidade quimica da matriz de HA e o GO. Uma possivel limitagao
da técnica pode estar relacionada com as poucas camadas do GO produzido, o que foi
comprovado pela andlise por DRX (Figura 4.4(b)), uma vez que o grafeno multi ou few - layer
apresenta o seu pico, pouco definido, em 6,3°. Além do mais, este pico de 6,3° encontra - se
fora da faixa de varredura utilizada para os nanocompositos neste trabalho.

Utilizando o software MAUD, realizou-se a estimativa do tamanho médio de cristalito
para a amostra nHA, que correspondeu ao valor de 11,23 nm (Tabela 4.3). Para as amostras
nHA - GO, o tamanho médio de cristalito encontrado variou entre 12,86 - 13,27 nm. Os

resultados apresentaram um aumento do tamanho médio de cristalito, de acordo com o aumento
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na concentra¢do, em peso do GO na HA. Portanto, a partir do perfil difratométrico, a

nanocristalinidade de todos os materiais produzidos por esta rota foi comprovada.

Tabela 4.3 Tamanho médio de cristalito para as amostras nHA - GO

Descricao MAUD (nm)
nHA 11,23
nHA - GO 0,5% 12,86
nHA - GO 1,0% 12,62
nHA - GO 1,5% 13,27

4.2.4 Espectroscopia Raman

As andlises por  Espectroscopia Raman das amostras de nHA,
nHA - GO 0,5%, nHA - GO 1,0% e nHA - GO 1,5% sao mostradas na Figura 4.11. A partir do
espectro Raman, foi verificada uma banda muito caracteristica em 962,61 cm™!, para a amostra
de nHA, que corresponde ao modo simétrico do grupo POy tetraédrico (ligagao P - O). Foram
observadas outras duas bandas, em 1048,93 cm™!, atribuidas ao alongamento antissimétrico do
grupo PO4 (ligagdo P - O). Além disso, outras duas bandas observadas, em 590,08 cm™! e
440,43 cm™!, sdo relacionadas ao modo de flexdo triplamente e duplamente degenerada do
grupo POs (ligagdo O - P - O), respectivamente. Todas estas bandas identificadas foram
também atribuidas aos modos vibracionais do grupo fosfato em outros trabalhos e podem ser
observadas na Tabela 4.4 (KOUTSOPOULOS, 2002; YILMAZ e EVIS, 2014
NOSENKO et al., 2016).
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Figura 4.11 Espectro Raman das bandas caracteristicas da (a) nHA, (b) nHA - GO 0,5%,
(¢) nHA - GO 1,0% e (d) nHA - GO 1,5%.

Tabela 4.4 Bandas relacionadas a hidroxiapatita observadas no espectro Raman das amostras
nHA, nHA - GO 0,5%, nHA - GO 1,0% e nHA - GO 1,5%

Banda (cm™) Descricio

Modo de alongamento simétrico do grupo POs tetraédrico
(ligagdo P - O).
Modo triplo de alongamento assimétrico degenerado do

962,61

1048,93 grupo PO4 grupo (ligagdo P - O).
Modo de flexao triplamente degenerada do grupo PO4
590,08 -
(ligagdo O -P -O)
440 43 Modo de flexdo duplamente degenerada do grupo PO4

(ligagdo O - P - O)

Para as amostras de nHA - GO, a banda caracteristica da HA nao sofreu alteragao,
mantendo a sua localizagdo em, aproximadamente, 962 cm™'. Apds a deconvolugdo, utilizando
ajuste Lorentziano, os quatro picos tipicos do GO foram observados: D, G, D** e D’.
Como mostrado na Figura 4.11 (b-d), as bandas D e G, respectivamente, sofreram alteracdo no

deslocamento Raman nos nanocompositos de nHA - GO para: 1358,51 e 1586,50 cm!
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(nHA - GO 0,5%); 1359,80 e 1601,45 cm™' (nHA - GO 1,0%); e, 1354,46 ¢ 1581,90 cm’!
(nHA -GO 1,5%).

A relagdo Ip/lg foi determinada para avaliar a densidade de defeitos presentes no
nanocompdsito, sendo elas: 1,17, 1,14 e 1,02, para o nHA - GO contendo 0,5%, 1,0% e 1,5%,
respectivamente. Nota-se que, o aumento da adi¢do de 0,5% para 1,5%, em peso de GO, levou
a variacdo nas intensidades das bandas D e G e nos valores de deslocamento no espectro Raman
(Tabela 4.5). Além disso, a razao de intensidade relativa Ip/Ig do nanocompoésito nHA - GO foi
menor ao comparar com o GO (In/Ig=1,40). Da mesma forma, RODRIGUEZ-GONZALEZ
et al. (2014) e BARADARAN et al. (2014) observaram, em seus respectivos estudos, a redug¢ao
da razdo de intensidade relativa Ip/Ig. Acredita-se que a variagdo nos valores das bandas D e G
nos nanocompositos, bem como a menor razao Ip/Ig, implicam em uma possivel transformagao
estrutural (remocdo de defeitos estruturais) no GO apds a sua interacdo com as particulas
nanométricas de HA, como foi relatado por GONG et al. (2018) e NEELGUND et al. (2013).

Vale ressaltar que, os valores para o coeficiente de determinagdo (R?) dos
nanocompdsitos ficaram na faixa entre 0,961-0,986, o que demonstra a alta qualidade do ajuste.
O posicionamento das bandas D e G no espectro Raman e a relacdo Ip/Ig, para o GO e para os

nanocompdsitos nHA - GO, estdo listados na Tabela 4.5.

Figura .12 Esectro aman a(')s a deconvolgﬁo das bandas caracteristicas da (a) nHA, (b)
nHA - GO 0,5%, (c) nHA - GO 1,0% e (d) nHA - GO 1,5% através do programa Fityk.
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Tabela 4.5 Posicionamento das bandas D e G no espectro Raman e a relacao Ip/Ig observados
para o GO e para os nanocompdsitos nHA - GO.

Amostra Banda D Banda G In/lc
GO 1355,37 1577,65 1,40

nHA - GO 0,5% 1358,51 1586,50 1,17
nHA - GO 1,0%, 1359,80 1601,45 1,14
nHA - GO 1,5%, 1354,46 1581,90 1,02

4.2.5 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

A Figura 4.13(a) representa os espectros FTIR das amostras de nHA, nHA - GO 0,5%,
nHA - GO 1,0% e nHA - GO 1,5%. O espectro da amostra nHA demonstrou as bandas de
absorg¢ao caracteristicas da HA, fosfatos e hidroxila, além dos grupos carbonatos. A banda larga
entre 3750-2500 cm™! pode ser atribuida a d4gua adsorvida na nHA, enquanto que a banda em
1645 cm™! ¢ caracteristica do modo vibracional em torno do O - H - O (Tabela 4.6). A banda
caracteristica da HA, devido ao modo de vibragdo de estiramento simétrico da hidroxila, foi
encontrada em 3568 cm™!. Normalmente, durante o processo de sintese em meio aquoso, bandas
de carbonato (CO3*) podem substituir os sitios anidnicos presentes na estrutura da HA, como
foi observado em 876, 1456 e 1417 cm™'. E de conhecimento na literatura que o ion carbonato
pode substituir tanto o grupo hidroxila (substitui¢do do tipo A) quanto o grupo fosfato
(substitui¢cdo do tipo B), resultando nas bandas caracteristicas encontradas neste trabalho. Ainda
no espectro de infravermelho da amostra nHA, foi possivel observar as bandas bem definidas
em 1091 cm!, 1034 cm™! € 962 cm! atribuidas ao alongamento e flexdo do grupo PO4*, bem
como as bandas 603 e 567 cm’! correspondentes a deformagio assimétrica deste mesmo grupo
(BERZINA-CIMDINA e BORODAIJENKO, 2012).

Em relagdo aos espectros por FTIR dos nanocompésitos nHA - GO (Figura 4.13(b-d))
foi observado que, devido ao aumento da adi¢do de 0,5% para 1,5%, em peso de GO no
nanocomposito nHA - GO ocorreu um aumento na banda atribuida a dgua adsorvida, j& que o
GO ¢ um material higroscopico. Além disso, a auséncia da banda de absor¢do em
1720 - 1740 cm™!, relacionada aos grupos carbonila do GO, indica a influéncia das

nanoparticulas de HA na superficie das folhas de GO (GONG et al., 2018). Este resultado
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confirma a forte interacdo entre a HA e o GO, observada por MEV e MET, possivelmente, pela

ligacdo da hidroxila da HA com o grupo funcional superficial do GO.
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Figura 4.13 Espectros FTIR caracteristicos da (a) nHA, (b) nHA - GO 0,5%,
(¢) nHA - GO 1,0% e (d) nHA - GO 1,5%.

Tabela 4.6 Banda do espectro FTIR observados para a nHA e os nanocompdsitos nHA - GO.

Banda (cm™) Descricio
3750-2500 H>O adsorvida na superficie
3568 Modo de estiramento da ligacdo -OH
1645 Modo vibracional em torno do O-H-O
876, 1456 € 1417 Bandas CO;?* substitutas do ion fosfato
1091; 1034; 962 Modo de flexdo do grupo PO4™
603, 567 Modo de deformagdo assimétrica do grupo PO4™
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4.2.6 Analise Termogravimétrica (TGA) e a sua Derivada (DTG)

A andlise termogravimétrica das amostras nHA, nHA - GO 0,5%, nHA - GO 1,0% e
nHA - GO 1,5% sdo apresentadas na Figura 4.14. Para a amostra nHA (Figura 4.14 (a)), a HA
apresentou um comportamento gradual de perda de massa durante o processo de aquecimento
da temperatura ambiente at¢ 1000°C, demonstrando alta estabilidade térmica dos pds. Como
observado na literatura, a perda de massa de 6% ocorreu abaixo de 150 °C, que corresponde a
evaporagdo das moléculas de agua adsorvidas na superficie da HA. Com o aumento da
temperatura de 150 °C até, aproximadamente, 700 C, a literatura indica uma perda irreversivel
de 4gua estrutural (entre 200 e 400 °C) e um processo de cristalizacdo da HA durante a sua
calcinagdo (LIAO et al., 1999; TONSUAADU et al., 2011). Neste trabalho, ndo foi verificado
nenhum estdgio de perda de massa até¢ 1000 °C, relacionado a decomposi¢ao da HA, o que
confirma a alta estabilidade dos pos produzidos (MOBASHERPOUR et al, 2007;
HUANG et al., 2010). Para as amostras nHA - GO, a Figura 4.14 (b-d) apresenta as curvas
TGA contendo a adicao de 0,5%, 1,0% e 1,5% em peso de GO, respectivamente. Similar a
amostra nHA, os nanocompositos nHA - GO produzidos apresentaram uma lenta e gradual
perda de massa, demonstrando também alta estabilidade térmica entre a HA e o GO. Vale ainda
ressaltar que este comportamento foi diferente para o GO isolado, uma vez que a perda de massa
foi de, aproximadamente, 84% (Figura 4.7). Para uma possivel andlise quantitativa de GO nas
amostras nHA - GO, a Figura 4.15 exibe a comparacdo da perda de massa entre a nHA e os
nanocompdsitos nHA - GO produzidos. Enquanto na amostra nHA foi verificada a massa
residual de 91,63% ao final do tratamento térmico até 1000 °C, as amostras nHA - GO 0,5%,
nHA - GO 1,0% e nHA - GO 1,5% apresentaram massa residual de 91,84%, 92,37% e 92,84%,
respectivamente. Esses resultados demonstraram a redug@o na perda de massa de acordo com o

aumento da composicao de 0,5% até 1,5%, em peso de GO.
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Figura 4.14 Analise termogravimétrica (TGA) e a sua derivada (DTG) da (a) nHA,
(b) nHA - GO 0,5%, (c) nHA - GO 1,0% e (d) nHA - GO 1,5%.
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Figura 4.15 Analise termogravimétrica (TGA) comparativa da (a)nHA, (b) nHA - GO 0,5%,
(c¢) nHA - GO 1,0% e (d) nHA - GO 1,5%.
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Através da Tabela 4.7, foi possivel calcular a incorporagdo experimental do GO, em
comparagdo com a tedrica, avaliando a eficiéncia da produgdo pela Rota 1 deste trabalho. Os
resultados indicaram quantidades experimentais inferiores das teoricas, devido a incompleta
reacdo do GO com a HA e a consequente degradacdo das folhas de GO isoladas apds a
calcinagdo do material. Foram obtidos, experimentalmente, 0,21%, 0,74% e 1,21% de GO para
as amostras nHA - GO 0,5%, nHA - GO 1,0% e nHA - GO 1,5%, respectivamente. Neste
trabalho, observou-se um aumento de 42% para 80% na eficiéncia da interacdo entre as
particulas nanométricas de HA e as folhas de GO, formando o nanocompdsito nHA - GO, de
acordo com o aumento na adicao de 0,5% para 1,5%, em peso de GO. De modo semelhante ao
estudo de RAUCCI et al, (2017), que realizaram célculos sobre a eficiéncia da incorporacio do
GO, parte do material introduzido ndo reagiu completamente com a HA. Além disso,
LI et al, (2013) relataram que, em seus estudos sobre a producao da HA - GO usando o método
de sintese in situ, o residuo calcinado consistia principalmente de HA, devido a alta estabilidade

térmica dessa fase.

Tabela 4.7 Andlise da eficiéncia da Rota 1, através da comparagdo da composi¢ado tedrica e
experimental, obtidas por TGA

Composicao Composi¢ao
Amostras tebrica di Gg(:) (%) Experimental de Eficiéncia (%)
*> GO por TGA (%)
nHA - GO 0,5% 0,50 0,21 42
nHA - GO 1,0% 1,00 0,74 74
nHA - GO 1,5% 1,50 1,21 80

4.2.7 Ensaio de Bioatividade in vitro

Os testes de bioatividade in vitro foram realizados em meio McCoy afim de avaliar a
capacidade de biomineralizagdo dos nanocompdsitos pela formagao de apatita na superficie das
amostras. A Figura 4.16 apresenta a morfologia das amostras nHA, nHA - GO 0,5%,
nHA - GO 1,0% e nHA - GO 1,5% apos 3, 7 e 14 dias de ensaio. Para o controle do ensaio,
foram realizadas imagens das superficies das amostras antes do ensaio, denominadas como
0 dias. Ap6s 3 dias de imersdo foi observada uma distribuicdo heterogénea, com pequenos

precipitados da fase apatita na superficie da nHA e dos nanocompdsitos nHA - GO. Além disso,
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a maior concentracdo destes precipitados foi observada para as amostras contendo 0,5 e 1,0%,
em peso de GO. As micrografias avaliadas por MEV confirmaram que o crescimento da apatita
foi dependente do tempo de imersdo/incubagdo das amostras. As amostras nHA e nHA - GO
apresentaram um resultado positivo para a propriedade de bioatividade, confirmada pela
precipitacdo dos depositos de apatita (bone-like apatite) na superficie do biomaterial (Figura

4.16).

%

0 dias 3 dias _7dias 14 dias

nHA—GO 1,0% nHA-GO 0,5% nHA

nHA-GO 1,5%

Figura 4.16 Micrografia (MEV) mostrando os resultados do ensaio de bioatividade das
amostras nHA, nHA - GO 0,5%, nHA - GO 1,0% e nHA - GO 1,5% apo6s 3, 7 e 14 dias de

imersdo em meio McCoy. Ampliagdo de 2.500x.

Além disso, a presenga do 6xido de grafeno contribuiu para o aumento da concentracao
dos precipitados para as amostras contendo 0,5 e 1,0%, em peso de GO. Em especial para as

amostras nHA - GO 0,5%, que demonstrou um aumento dos precipitados com 7 dias de
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imersdo, quando em comparagdo aos dias iniciais. Apds 14 dias de imersdo, a regido observada
estava totalmente coberta por depdsitos da apatita bioldgica. Assim como neste trabalho,
LOGESH et al. (2019) avaliaram que nanocompdsitos contendo GO sdo capazes de auxiliar no
crescimento da camada de apatita na superficie das amostras pela presenca abundante de grupos
hidroxila das folhas de GO. Este mecanismo pode acelerar a taxa de nucleagao in vitro da apatita
pela presenga de cargas negativas na superficie do material. Acredita-se que os defeitos do GO,
quando em contato com o meio, atuam como sitios de nucleagdo, o que ¢ evidenciado na Figura

4.17 pela capacidade de formagao de apatita na superficie do GO (ZHANG, et al., 2013).

o

Figura 4.17 Microgra (ME) da amostra n - 1,0% apos 3 dias de imersdo em meio
McCoy, demonstrando a maior concentragdo de precipitados proximo as folhas de GO.
Ampliacao de 10.000x.

Os resultados encontrados no presente trabalho sdo compativeis com os estudos in vitro
em solugdo SBF divulgados por MOHANDES e SALAVATI-NIASARI (2014). Os autores
avaliaram por MEV que os nanocompositos de HA refor¢ados com GO apresentaram mudangas
morfoldgicas apos 14 dias de imersdo, além de um consideravel crescimento de apatita na
superficie do biocompdsito. Os autores atribuem este crescimento ao processo de dissolugdo e
precipitagdo da camada de apatita. Quando as pastilhas nHA e nHA - GO sdo imersas em
solugdo fisioldgica simulada, dois fendmenos ocorrem concomitantemente: dissolugdao dos pos
e precipitagdo da nova camada de apatita (LI ez al., 2018; LOGESH et al, 2019).

A Figura 4.18 apresenta a ilustragdo esquematica do processo de bioatividade dos
nanocompdsitos nHA - GO produzidos no presente trabalho e imersos em meio McCoy. No

estagio controlado por dissolugdo (Figura 4.18 (a)), hd a liberacdo de ions célcio e, por
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consequéncia, a superficie encontra-se carregada negativamente. Ja o estagio por precipitagao
((Figura 4.18 (b)) ¢ constituido pela formagdo de uma camada rica em célcio, em decorréncia
do processo de re-precipitacdo dos mesmos ions, que se encontram saturados no meio. Como a
superficie, neste momento, estara carregada positivamente, havera mais locais para a nucleagao
da nova apatita (Figura 4.18 (c)), onde a camada de célcio formada atraird os ions fosfato do
fluido circundante. Segundo KOKUBO ¢ YAMAGUCHI (2019), uma vez que o meio ja esteja
supersaturado em relacdo a apatita, os nucleos que sdo formados na superficie do material

crescem consumindo os ions calcio e fosforo disponiveis.

.Ca2+
«PO,>
Outros ions

amostra

‘Camada de apatita biolégica similar ao osso

Figura 4.18 Ilustracdo esquematica do processo de dissolucao-precipitacdo do nanocomposito
bioativo nHA - GO apdés imersdo em meio McCoy.

Através das andlises morfoldgicas, os resultados indicaram a bioatividade promissora
para as amostras. A adi¢cdo de 0,5%, em peso de GO apresentou os melhores resultados em
relacdo a bioatividade para os dias de ensaio analisados, demonstrando-se um potencial
candidato para aplicagdes biomédicas. Como ja relatado, a maior ocorréncia de depdsitos de
apatita esta associada a um maior niimero de ions calcio sendo atraido na superficie da amostra
e pelo fendmeno de dissolugdo/precipitacdo. No entanto, uma diminui¢do na formagdo destes
depositos foi observada com o aumento da quantidade de GO (1,0 e 1,5%, em peso de GO) e
do tempo de ensaio (7 e 14 dias) nestas amostras. As respostas biologicas de um nanocomposito

contendo GO dependera de diversos parametros, dentre eles, a quantidade ideal de grafeno
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utilizado na matriz de HA e a disponibilidade de grupos funcionais para a nucleacio da apatita.
Por exemplo, como foi observado nos resultados de Raman e TGA, um aumento na eficiéncia
da interacdo entre as particulas nanométricas de HA e as folhas de GO, formando o
nanocompdsito nHA - GO, provavelmente influenciou no numero de sitios disponiveis para a
nucleacdo in vitro da apatita durante o ensaio de bioatividade.

Vale ressaltar que, neste trabalho, as pastilhas de nHA - GO foram encaminhadas a
verde para o ensaio in vitro, ou seja, ndo foram submetidas ao processo de sinterizagdo. Estudos
indicam que, o controle do grau de cristalinidade e da taxa de dissolu¢do do material produzido
podem influenciar na propriedade de bioatividade in vitro e in vivo (MATSUMOTO et al.,
2002; DOROZHKIN, 2009; BERTAZZO et al., 2010). Sendo assim, os resultados
morfoldgicos encontrados neste trabalho divergem dos observados na literatura, como, por
exemplo, nos trabalhos de FONSECA (2016) e FERREIRA (2015), onde as amostras foram

sinterizadas a 1100°C e ndo demonstraram bioatividade ap6s 14 dias.
4.2.8 Ensaio de Citotoxicidade Indireta in vitro

A Figura 4.19 apresenta a viabilidade celular por MTT das células-tronco mesenquimais
da polpa do dente analisadas por via indireta dos extratos obtidos a partir dos nanocompo6sitos
de nHA - GO. Os valores relativos a intensidade da absorbancia fornecem um indicador do
niamero relativo de células vidveis durante o ensaio. Foi possivel observar que os
nanocompositos nHA - GO ndo apresentaram toxicidade para as células-tronco mesenquimais,

mesmo em altas concentragdes (1,5%, em peso de GO).
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Figura 4.19 Ensaio de citotoxicidade indireta em células-tronco mesenquimais da polpa
dentaria expostas aos extratos das amostras nHA, nHA - GO 0,5%, nHA - GO 1,0% e
nHA - GO 1,5% ap0s 24 e 48 horas.
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Os resultados do ensaio de citotoxicidade indireta in vitro, nos tempos de 24h e 48h,
exibiram uma biocompatibilidade comparavel entre as amostras de nHA e os nanocompdsitos
nHA - GO (Figura 4.19). As amostras nHA - GO 0,5% e 1,0% demonstraram os melhores
resultados médios para a viabilidade celular, sugerindo-as como um material promissor para a
regeneragdo de tecidos dsseos. Entretanto, ndo foi observada diferenca estatistica significante
entre os grupos, pois o valor de p observado (de 0,22 e 0,35 para os tempos de 24h e 48h,
respectivamente) foi maior que o nivel de significancia definido para o presente trabalho
(0,05 — probabilidade de erro de 5%). A atividade metabdlica celular sobre os compositos de
HA e grafeno também foi avaliada por outros autores (LIU et al., 2012; DUAN et al., 2018;
KUMAR et al., 2019). LIU et al. (2012) avaliaram a citotoxicidade de compositos HA - rGO,
e os resultados indicaram que a viabilidade celular das células foi de 95%, em comparacdo com
o controle/positivo (somente células). No estudo de DUAN et al. (2018), os resultados do
ensaio MTT demonstraram um adequado crescimento das células pré-osteoblasticas
(MC3T3 - E1) nos compésitos de HA - GO, devido a uma favoravel superficie para a adesdo e
proliferacdo celular. Recentemente, através da sintese em estado solido, KUMAR et al. (2019)
demonstraram que o compoésito HA - Grafeno ndo apresentou efeitos citotdxicos.

No presente trabalho, o aumento para 1,5%, em peso de GO, nos nanocompdsitos exibiu
reducdo na viabilidade e multiplicagdo das células-tronco mesenquimais da polpa do dente,
porém, mantiveram um alto nivel de viabilidade celular (acima de 92%). De acordo com alguns
estudos, o grafeno pode exibir citotoxicidade em altas concentragdes, entretanto nao
demonstrando citotoxicidade aparente em baixas concentracdes (KIM et al., 2017, LIAO et al.,
2018). Por exemplo, no estudo de KIM et al. (2017), a viabilidade celular diminuiu
significativamente em concentragdes > 100 pg/mL de rGO, mas foi mantida acima de 80% de
viabilidade quando em concentragdes < 62,5 pg / mL.

E importante ressaltar que a alta concentracio, bem como outras caracteristicas do
grafeno, que incluem: dimensao lateral, estrutura superficial, grupos funcionais, pureza, entre
outros; podem influenciar fortemente a sua toxicidade em sistemas bioldgicos
(SANCHEZ et al., 2011; SEABRA et al., 2014; OU et al., 2016). Além disso, a literatura
aponta que a resposta celular do grafeno ¢ diferente dependendo da linhagem celular utilizada,
conforme GIES e ZOU (2018) observaram. No estudo de GIES e ZOU (2018), foram realizados
seis ensaios de viabilidade celular utilizando distintas linhagens: NIH 3T3, RAW 264.7, A549,
U87, NB4 ¢ HL60, demonstrando uma variagdo consideravel na citotoxicidade do GO.

Portanto, os resultados encontrados no presente trabalho sdo importantes para compreender a
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resposta de viabilidade das células-tronco mesenquimais da polpa dentdria frente aos
nanocompdsitos nHA - GO, bem como entender os relatos conflitantes sobre a citotoxicidade

do GO discutidos na literatura.

4.3 CARACTERIZACAO DOS NANOCOMPOSITOS sHA-GO

4.3.1 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

A Figura 4.20 apresenta a micrografia das amostras sHA e sHA - GO, contendo 0,5%,
1,0% e 1,5%, em peso de GO, obtidas pelo método de precipitacdo em meio aquoso. A amostra
sHA apresentou uma microestrutura na forma arredondada (ou esférica) contendo particulas
com tamanho inferior a 500 nm, como mostrado na Figura 4.20 (a). Segundo
SADAT - SHOJAI et al., (2013), nanoparticulas de HA produzidas por precipitagdo em meio
aquoso podem apresentar alteragdes morfologicas em fungdo do processo de secagem na qual
sdo submetidas. Neste trabalho, a morfologia encontrada foi a tipica para nanoparticulas de HA
que foram submetidas a secagem por liofilizacdo. Morfologia semelhante a esta foi observada
por WANG et al. (2010) ao investigarem a influéncia do método de secagem (secagem
atmosférica, secagem a vacuo e liofilizacdo) sobre as caracteristicas dos pds produzidos.
Segundo os autores, 0 método de secagem demonstrou ser um importante fator para determinar

tanto a morfologia quanto a dispersdo das nanoparticulas do p6 produzido.
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Figura 4.20 Micrografia (MEV) dos pos (a) sHA, (b) sHA - GO 0,5%, (c) sHA - GO 1,0% e
(d) sHA - GO 1,5% obtidos pelo método de precipitagdo em meio aquoso. Ampliagdo de
100.000x.

As diferentes morfologias encontradas entre as amostras nHA e sHA podem ser
explicadas pelo fenomeno de formagdo de cristais, que dependem do método de produgdo
realizado. A formagdo dos cristais compreende duas etapas principais: a nucleacdo, onde sio
formados os pequenos ntcleos cristalinos em meio supersaturado da solugdo rica em calcio e
fosforo; e crescimento, no qual os nucleos crescem continuamente até o seu tamanho e forma
final (BASIRUN et al., 2018). Esta ultima etapa pode ser influenciada diretamente pela
temperatura. Como observada nas imagens obtidas por MEV (Figura 4.20 (a)), acredita-se que
ndo houve participacgdo significativa da etapa de crescimento dos cristais que, possivelmente,
contribuiu para manter as particulas com a morfologia esférica. Ao contrario do observado nos
cristais produzidos pela Rota 1 do presente trabalho, que apresentaram morfologia de agulhas
alongadas, devido ao crescimento preferencial (Figura 4.8 (a)).

As amostras sHA - GO apresentaram caracteristica andloga a observada para a sHA,
exibindo morfologia arredondada (ou esférica), com particulas menores que 500 nm (Figura
4.20 (b - d)). Contudo, ndo foi possivel observar as folhas de GO aderidas ou proximas as

nanoparticulas de HA, mesmo com o aumento das adigdes de GO. Maiores detalhes das
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amostras podem ser observados na Figura 4.21, onde as amostras sHA - GO apresentaram
maior aglomeragdo de particulas, quando comparado com a nHA e nHA - GO (Figura 4.8 (b-
d)). Apesar de ndo ser possivel observar através da analise por MEV, acredita-se que as folhas

de GO estdo totalmente recobertas pelas nanoparticulas de HA.

———— 4y

Figura 4.21 Micrografia (MEV) dos p6s de sHA - GO 1,0% obtida pela sintese da
hidroxiapatita pelo método de precipitacdo em meio aquoso, demonstrando maior
aglomeragdo de particulas, possivelmente, pela presenca das folhas de GO. Ampliagdo de
(2)100.000x, (b)50.000x%, (¢)25.000x e (d)10.000x.

4.3.2 Microscopia Eletronica de Transmissdao (MET)

Na Figura 4.22 sdo apresentados os aspectos morfologicos das amostras sHA,
sHA - GO 0,5%, sHA - GO 1,0% e sHA - GO 1,5% ap6s anélise por MET. As caracteristicas
da amostra sHA, observadas por MET, corroboram com os resultados discutidos por MEV na
sessdo 4.3.1, referentes a Figura 4.20 (a). Entretanto, além das particulas arredondadas (ou
esféricas), também foram verificadas a morfologia de agulhas (Figura 4.22(a)) com distribui¢ao

de tamanho abaixo de 100 nm.
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Micrografia (MET) dos pds de nanocompdsitos (a) sHA, (b) sHA - GO 0,5%,
(c) sHA - GO 1,0% e (d) sHA - GO 1,5%.

K5

Figura 4.2

J4 os nanocompdsitos sHA - GO, em comparagdo com a sHA, apresentaram particulas
arredondadas (ou esféricas), com distribuicdo de tamanho na faixa nanométrica (Figura 4.22
(b-d)). Além disso, os pds dos nanocompdsitos sHA - GO apresentaram alta aglomeracao,
impossibilitando verificar a presenga das folhas de grafeno, mesmo em altas concentragdes
(1,5%, em peso de GO). Esse fato pode estar relacionado a alta deposicdo de HA sobre as folhas
de GO, recobrindo totalmente a sua superficie.

Assim como observado nos resultados produzidos pela Rota 1 do presente trabalho, que
demonstrou a interagdo entre as particulas de HA sobre as folhas de GO, acredita-se que a maior
aglomerac¢do das nanoparticulas de HA deve-se a forte interagdo entre a HA e o GO durante a
precipitagdo quimica pelo método aquoso. Através da Rota 2, os fons Ca?* e PO4*, da solugdo
precursora, podem interagir com os grupos funcionais e os defeitos presentes nas folhas de GO
(que apresentam cargas elétricas e energia superficial), contribuindo para a nucleagdo

heterogénea das nanoparticulas da hidroxiapatita (RAUCCI et al., 2017).
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A nucleacdo ¢ o primeiro passo na formacdo de uma nova fase termodindmica, ou
estrutura. Em uma nucleagdo heterogénea, a menor barreira energética de nucleagdo ¢
verificada, quando comparada com a nucleagdo homogénea, levando a rapida precipitagdo. A
nucleacdo homogénea ¢ menos favoravel do ponto de vista energético, pois ocorre quando os
nucleos se formam uniformemente ao longo da fase-mae, enquanto a nucleagao heterogénea se
forma em pontos especificos (superficies, impurezas, limites de graos, deslocamentos, entre
outros), que servem como catalisadores para o processo de nucleagio (WANG e
NANCOLLAS, 2008). O processo de precipitagdo ocorre quando a concentracdo de ions
precursores na solu¢do aumenta acima de um nivel critico e isso pode ser alcangado localmente
em uma superficie, de preferéncia, se houver algumas funcionalidades que possam interagir
fortemente com os ions. Para as amostras sHA - GO, os resultados demonstram que a presenga
do GO ¢ capaz de aumentar localmente a concentragdo de ions de Ca>* € PO4*" proximos as
folhas de grafeno, ocasionando maior aglomeracao da HA, em comparag@o ao observado para
a nHA - GO. Além disso, interacdes eletrostaticas entre os grupos funcionais da superficie do
GO e os fons Ca** e POs* podem contribuir para o aumento da supersaturagdo local mais
facilmente. TAVAFOGHI et al. (2016) comprovaram por andlises quimicas (XPS, EDS,
Potencial Zeta, entre outras analises superficiais), que a presenca de grupos com carga positiva
e negativa, observados em materiais a base de grafeno, possui forte influéncia na precipitagao

da HA.

4.3.3 Difracdo de Raios X (DRX)

A informacao estrutural das amostras sHA, sHA - GO 0,5%, sHA - GO 1,0% e
sHA - GO 1,5% foi fornecida pela andlise por DRX, como mostrado na Figura 4.23. Os valores
de 20 da amostra sHA foram indexados pela ficha JCPDS 01 - 089 - 4405, referente a estrutura
cristalina monoclinica da HA. Além disso, o perfil difratométrico apresentou bandas alargadas
e picos de difracdo pouco intensos, indicando a sua baixa cristalinidade, ja esperado pelo
método de precipitacdo em meio aquoso € o processo de secagem por liofilizacdo utilizado. A
estimativa do tamanho de cristalito para os pos da sHA, de acordo com dados obtidos pelo

software MAUD, revelou um valor médio de 8,42 nm, conforme Tabela 4.8.
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Figura 4.23 Difratograma dos pds (a) sHA, (b) sHA - GO 0,5%, (c) sHA - GO 1,0% e
(d) sHA - GO 1,5%.

Para as amostras sHA - GO, os resultados por DRX demonstraram um padrio
difratométrico semelhante ao da sHA, indicando que as nanoparticulas de HA preservaram a
sua rede monoclinica (JCPDS 01 - 089 - 4405). Este padrdo também foi observado em outros
trabalhos, demonstrando que a HA preservou a sua estrutura mesmo apos a sintese dos
nanocompositos (RAJESH et al., 2017; RAMADAS et al., 2017). O padrao de difracdo do GO
ndo foi encontrado para o nanocomposito, possivelmente, devido a maior cristalinidade da fase
HA presente no nanocomposito sHA - GO, além da varredura da analise ter sido realizada no
intervalo angular entre 10°<26<80°.

Os resultados do tamanho médio de cristalito para os nanocompositos sHA - GO
variaram entre 8,86 - 9,00 nm, conforme observado na Tabela 4.8. E importante ressaltar que a
variagdo do tamanho médio de cristalito entre os nanocompositos nHA - GO e sHA - GO se

deve aos diferentes processos de secagem utilizado no presente trabalho. Enquanto o
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nanocompdsito sHA - GO passou pelo processo de secagem por liofiliza¢do, na qual a remogao
da 4gua ¢ realizada através da sublimagao; o nHA - GO foi encaminhado para secagem na estufa
a 50° por 48 horas. Logo, o método de secagem da Rota 2, que utiliza baixissima temperatura e
tem grande influéncia na etapa de crescimento das particulas, resultou em tamanho médio de
cristalito menor para o nanocomposito sHA -GO, assim como relatado por

BASIRUN et al. (2018).

Tabela 4.8 Tamanho médio de cristalito para as amostras sHA - GO

Descricao MAUD (nm)
sHA 8,42
sHA - GO 0,5% 8,86
sHA - GO 1,0% 9,00
sHA - GO 1,5% 8,46

4.3.4 Espectroscopia Raman

Para comprovar a presenca do GO, a andlise por Raman foi empregada nas amostras
sHA, sHA - GO 0,5%, sHA - GO 1,0% e sHA - GO 1,5% (Figura 4.24). Todas as bandas
observadas para a sHA foram identificadas e atribuidas aos modos vibracionais do grupo
fosfato. As bandas caracteristicas da sHA estdo listadas na Tabela 4.9, que correspondem ao:
(i) modo simétrico do grupo POs tetraédrico em 961,70 cm!; (ii) alongamento antissimétrico
do grupo POj4 (ligagdo P - O) em 1074,45 cm’!; (iii) modo de flexdo triplamente e duplamente
degenerada do grupo PO (ligagdo O - P - O), em 601,09 € 473,09 cm™!, respectivamente. Todas
as bandas encontradas neste trabalho foram também relatadas por NOSENKO et al. (2016) e
STAMMEIER et al. (2018) em seu estudo.
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Figura 4.24 Espectro Raman evidenciando as bandas caracteristicas da (a) sHA,
(b) sHA - GO 0,5%, (c) sHA - GO 1,0% e (d) sHA - GO 1,5%.

Tabela 4.9 Banda do espectro Raman observados para a sHA

Banda (cm™) Descricio

Modo de alongamento simétrico do grupo POs tetraédrico

961,70 (ligagao P — O).
Modo triplo de alongamento assimétrico degenerado do grupo
1074,45 .
PO grupo (ligagao P — O).

Modo de flexdo triplamente degenerada do grupo PO4

601,09 S
(ligagao O — P - O)

473.09 Modo de flexdo duplamente degenerada do grupo PO4

(ligaggo O — P - O)

Os modos vibracionais do grupo fosfato também foram identificados nos espectros

Raman das amostras sHA - GO, como indicado na Figura 4.24 (b-d). Além disso, as bandas
caracteristicas da estrutura da HA foram preservadas. As bandas tipicas do GO foram
constatadas apds a deconvolucdo pelo ajuste Lorentziano (Figura 4.25 (b-d)), sendo elas:
D, G, D** e D’. As bandas D e G observadas para o nanocompdsito sHA - GO contendo 0,5%,
1,0% e 1,5%, em peso de GO, sdo, respectivamente: 1357,87 € 1590,45 cm™!; 1359,36 € 1588,08
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cm’l; e 1362,20 e 1587,87 cm™'. A densidade de defeitos (relagdo In/Ig) encontrada para o
nanocomposito sHA - GO, contendo 0,5%, 1,0% e 1,5%, em peso de GO correspondeu a: 1,39,
1,37 e 1,33, respectivamente (Tabela 4.10). Observou-se uma sutil diminui¢do na razdo de
intensidade relativa Ip/lg, quando comparado ao GO (Ip/Ig=1,40). O coeficiente de
determinagdo (R?) para as amostras sHA - GO que demonstra a alta qualidade do ajuste e

apontam valores na faixa entre 0,992-0,995. Além disso, a Tabela 4.10. lista as bandas D e G

do espectro Raman, bem como a relagdo Ip/Ig para o GO e as amostras sHA - GO.

Figua 4.25 Espectro Raman ap6s a deconvolugao das bandas caracteristicas da (a) sHA,
(b) sHA - GO 0,5%, (c) sHA - GO 1,0% e (d) sHA - GO 1,5% através do programa Fityk.

Tabela 4.10 Picos do espectro Raman das bandas D e G e a relacdo In/Ig observados para o
GO e para os nanocompositos sHA - GO.

Amostra Banda D Banda G In/lc
GO 1355,37 1577,65 1,40

sHA - GO 0,5% 1357,87 1590,45 1,39
sHA - GO 1,0%, 1359,36 1588,08 1,37
sHA - GO 1,5%, 1362,20 1587,87 1,33

Assim como BARADARAN et al. (2014) avaliaram em seu estudo, os resultados
obtidos por espectroscopia Raman confirmaram o sucesso da sintese do nanocomposito
sHA - GO. O estudo de BARADARAN etal. (2014) revelou a presenga de bandas
caracteristicas do grupo fosfato nos compositos de HA e grafeno, bem como bandas D e G,

tipicas para o GO. Portanto, apesar da ndo observacdo das folhas de GO nos resultados
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morfoldgicos obtidos por MEV e MET das amostras sHA - GO, a andlise por Raman
comprovou a presenca do GO. Sendo assim, acredita-se que as folhas de GO estao totalmente
cobertas pelas nanoparticulas de HA, o que confirma a aglomeragao das particulas de HA sobre
a superficie das folhas de GO. Entretanto, a proximidade entre os valores de Ip/Ig para o
sHA - GO e o GO pode indicar que houve menor ligagdo das nanoparticulas de HA aos grupos
funcionais (e defeitos superficiais) do GO por esta rota. Vale ressaltar, que essa justificativa
leva também em consideragdo a andlise morfoldgica avaliada por MEV e MET dos
nanocompositos sHA - GO e nHA - GO. Acredita-se que para a Rota 2, as interagdes
eletrostaticas entre os grupos funcionais das superficies do GO e a HA produza um material
intercalado ou aglomerado, porém nao havendo a deposi¢ao das nanoparticulas de HA sobre as
folhas de GO, como observado por MEV nas amostras nHA - GO (Figura 4.8 (b-d))
(RAJESH et al., 2017).

4.3.5 Espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR)

As bandas de absor¢dao caracteristicas da sHA e dos nanocompdsitos sHA - GO
contendo 0.5%, 1,0% e 1,5%, em peso de GO sdo apresentadas na Figura 4.26. Os grupos
quimicos caracteristicos para a sHA, observados no espectro de FTIR, sdo: PO4*", OH", CO3%.
Todas as bandas observadas neste trabalho foram relatadas por IACOBONI et al., (2019) e
estdo listadas na Tabela 4.11. As bandas observadas para a sHA sdo: (i) banda larga entre
3750 - 2500 cm™! atribuida a 4gua adsorvida na sHA; (ii) banda em 3570 cm™! referente a0 modo
de vibragdo de estiramento simétrico da hidroxila; (iii) banda em 1640 cm!, caracteristica do
modo vibracional em torno do O - H - O; (iv) bandas devido ao alongamento assimétrico do
COs* em 1489, 1421 e 875 cm’!; (v) bandas em 1095, 1037 e 962 c¢cm’' atribuidas ao
alongamento e flexdo do grupo PO4*; e (vi) bandas de deformagdo assimétrica do grupo PO4*

em 601 e 565 cm™!.
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Figura 4.26 Espectros FTIR caracteristicos da sHA, sHA - GO 0,5%, sHA - GO 1,0% e
sHA - GO 1,5%.

Tabela 4.11 Banda do espectro FTIR observados para a sHA.

Banda (cm™) Descricio
3750-2500 H>O adsorvida na superficie
3570 Modo de estiramento da ligacdo -OH
1640 Modo vibracional em torno do O-H-O.
1489, 1421 e 875 Bandas CO;? substitutas do ion fosfato
1037; 1095; 962 Modo de flexdo do grupo PO4™
601, 565 Modo de deformagdo assimétrica do grupo PO47.

Para os nanocompdsitos sHA - GO, o perfil dos espectros FTIR foram semelhantes ao
observado para o sHA, como pode ser visualizado na Figura 4.26 (b-d). Com o aumento de
0,5% para 1,5%, em peso de GO, o surgimento das bandas em 2926 e 2852 cm!, referente aos
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estiramentos antissimétrico e simétrico dos grupamentos - CHz, respectivamente, foram
observados (GONG et al., 2017; BARADARAN et al., 2014). Logo, o surgimento destas
bandas de absor¢do confirmou a presenca das folhas de GO no nanocomposito produzido e,
também, pode ser mais um indicativo que nao ocorreu uma ligagdo quimica entre esses grupos

funcionais do GO com os da HA (SUMATHRA et al., 2018).

4.3.6 Analise termogravimétrica (TGA) e a sua Derivada (DTG)

As curvas TGA e DTG das amostras de sHA e dos nanocompésitos sHA - GO 0,5%,
sHA - GO 1,0% e sHA - GO 1,5% sao apresentados na Figura 4.27. Foi possivel verificar que
todas as amostras produzidas por esta rota do trabalho apresentaram um perfil de decomposi¢ao
térmica semelhante. Os resultados da analise termogravimétrica demonstraram trés estagios da
curva TGA durante o tratamento térmico até 1000 °C. Os dois primeiros estidgios de perda de
massa estdo relacionados a dgua adsorvida e estrutural da rede, respectivamente. A primeira
perda, que ocorreu em baixas temperaturas (até 150°C), ¢ devido a 4gua adsorvida fisicamente
sobre a superficie do material; enquanto o segundo evento é explicado pela remoc¢do da dgua
estrutural entre 150°C e 760°C, ocasionando a cristalizagdo do material (LIAO et al., 1999;
TONSUAADU et al., 2011). Esses dois eventos apresentaram um total de perda de massa de:
11,26%, 11,41%, 10,99% e 12,64% para a sHA e os nanocompdsitos sHA - GO 0,5%,
sHA - GO 1,0% e sHA - GO 1,5%, respectivamente.

E importante ressaltar que o perfil de decomposi¢do térmica da HA depende das
condi¢des de processamento para sua obtencdo (TONSUAADU et al., 2011). Possivelmente, a
diferenga no processo de secagem, entre as Rotas 1 e 2, proporcionou o aparecimento do
terceiro estagio de perda de massa, de acordo com o pico da derivada da curva, entre 760 °C
até¢ 1000 °C. A literatura indica que este terceiro estagio pode ser explicado como a remogao de
grupos hidroxilas da estrutura da HA, em fung¢a@o da incorporagdo de grupos carbonatos para o
equilibrio de cargas, provocando a possivel decomposicdo da estrutura da HA em fases
secundarias de fosfato de calcio (como o B-TCP) ou 6xido de calcio (HUANG et al., 2010). Ao
final do tratamento térmico, até¢ 1000°C, a massa residual para as amostras foram: 86,91%,
87,18%, 87,05%, 85,57% para a sHA, sHA - GO 0,5%, sHA - GO 1,0% e sHA - GO 1,5%,

respectivamente.
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Figura 4.27 Analise termogravimétrica (TGA) e a sua derivada (DTG) da (a) sHA,
(b) sHA - GO 0,5%, (c) sHA - GO 1,0% e (d) sHA - GO 1,5%.
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Figura 4.28 Analise termogravimétrica (TGA) comparativa da (a) sHA, (b) sHA - GO 0,5%,
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Para a confirmacdo da decomposi¢ao da HA em fases secundarias, foi realizada a analise
por DRX ap6s o tratamento térmico a 1000°C dos pds de sHA e sHA - GO. A alta cristalinidade,
como pode ser visto pela menor largura a meia altura (FWHM) dos picos, € caracteristica para
materiais calcinados e/ou sinterizados. Além disso, observou-se que a decomposi¢do da HA
ocorreu somente em uma pequena fracdo de CaO (JCPDS 37-1497), ndo havendo a presenca
de outra fase de fosfato de célcio (como, por exemplo, o B-TCP). Os difratogramas das amostras

sHA e sHA - GO calcinadas podem ser observados na Figura 4.29.
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Figura 4.29 Difratograma dos pds (a) sHA, (b) sHA - GO 0,5%, (c) sHA - GO 1,0% e
(d) sHA - GO 1,5%, apos o tratamento térmico a 1000°C.
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4.3.7 Ensaio de Bioatividade in vitro

A Figura 4.30 apresenta a micrografia obtida por MEV das amostras sHA e sHA - GO
contendo 0,5%, 1,0% e 1,5%, em peso de GO imersas em meio McCoy durante 3, 7 e 14 dias.
Para a amostras sHA, verificou-se a presenga de aglomerados de morfologia arredondada,
demonstrando que a deposicdo da apatita ocorreu apés 3 dias de imersdo em meio McCoy,
quando em compara¢do com a amostra controle (0 dias). O crescimento da apatita com
morfologia esférica também foi demonstrado por SOSSA et al., (2018) em seu estudo, apos a
imersao das amostras de HA em solu¢do SBF. No entanto, no presente trabalho, o crescimento
da camada de apatita ndo ocorreu de maneira continua ap6s 7 e 14 dias de ensaio. Acredita-se
que a morfologia encontrada apods 3 dias de ensaio pode estar associada as primeiras etapas do
mecanismo de formagdo de depositos de apatita, devido a troca idnica entre os ions Ca’* e PO4*>
pertencentes a superficie do material com os ions H" da solugdo. Esta primeira etapa de troca
i0nica, que também pode ser definida como a dissolucao superficial, ndo foi acompanhada por
precipitagdo da apatita apds 7 e 14 dias de ensaio. Como consequéncia, uma porosidade foi
formada sobre a superficie da amostra, como observado no estudo de SIQUEIRA e ZANOTTO
(2011). Esta tendéncia também foi observada para o nanocomposito sHA - GO contendo 1,5%,
em peso de GO, demonstrando baixa precipitacdo dos depodsitos de apatita apos 7 e 14 dias de

ensaio.
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Figura 4.30 Ensaio de bioatividade das amostras sHA, sHA - GO 0,5%, sHA - GO 1,0% e
sHA - GO 1,5% ap6s 3, 7 e 14 dias de imersdo em meio McCoy. Ampliagao de 2.500x.
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J& para as amostras sHA - GO 0,5% e sHA - GO 1,0%, o crescimento da camada de
apatita foi observado de maneira mais pronunciado, demonstrando a capacidade de
biomineralizagdo destes nanocompositos. Neste trabalho, o nanocompdsito sHA - GO 0,5%
demonstrou os melhores resultados em relagdo a bioatividade para os dias de ensaio analisado
(3, 7 e 14 dias).

Ao comparar as duas rotas de producdo deste trabalho (Rota 1 e 2), a maior ocorréncia
de depositos de apatita pode ser visualizada para os nanocompdsitos nHA - GO. Este resultado
reforca a teoria de que a presenca das folhas de grafeno na superficie das amostras esteja
contribuindo fortemente para a formacao da “bone-like apatite”. A alta razao de aspecto (isto

¢, a alta area superficial especifica) e a presenga dos grupos funcionais, apresentam-se como
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dois fatores importantes que permitem a maior interagdo das folhas de GO em ambientes

fisioldgicos, além de providenciarem sitios de precipitacdo para a apatita (DONG e QI, 2015).

4.3.8 Ensaio de Citotoxicidade Indireta in vitro

Os extratos obtidos das amostras sHA e sHA - GO foram encaminhados para o ensaio
da citotoxicidade in vitro por via indireta com as células-tronco mesenquimais da polpa do
dente. O ensaio de viabilidade celular demonstrou que as amostras sHA e sHA - GO (0,5%,
1,0% e 1,5%, em peso de GO) ndo demonstraram citotoxicidade nos periodos de 24 e 48 horas.
Os resultados apresentados na Figura 4.31 estdo de acordo com outros estudos, no que diz
respeito aos padrdes de viabilidade celular de compositos de HA-grafeno (LIU ef al., 2012;
RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2018).

*
() 24 horas (b) 48 horas
160.00 * 160.00
140.00 140.00
7~
3 12000 32 120,00
< <
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= =
E w00 2 5000
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Figura 4.31 Ensaio de citotoxicidade indireta em células-tronco mesenquimais da polpa
dentéria expostas aos extratos das amostras sHA, sHA - GO 0,5%, sHA - GO 1,0% e
sHA - GO 1,5% apo6s 24 e 48 horas. (* valores de p<0,05)

Além disso, todas as amostras apresentaram viabilidade celular maior que 120%, sendo
a amostra sHA - GO 0,5% a que exibiu o melhor resultado no tempo de 24h. No entanto, foi
observada uma redugdo na viabilidade celular de acordo o aumento na concentragdo de GO
(1,0% e 1,5%, em peso). A viabilidade celular sobre as amostras sHA - GO 0,5% demonstraram
uma diferenca estatistica significativa em relacdo as amostras sHA - GO 1,0% e
sHA - GO 1,5% (p<0,02 e p<0,04, respectivamente). Esse fato pode estar associado aos bons
resultados de citotoxicidade do grafeno quando em baixas concentragdes, assim como Vvisto
para os nanocompositos nHA - GO e, também, relatado por outros autores (KIM et al., 2017;
LIAO et al., 2018). Estudos indicam que a morfologia das amostras dos nanocompositos

contendo HA-grafeno ¢ um fator critico para determinar a citotoxicidade para as células de
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mamiferos (NIH 3T3) (RAMADAS et al.; 2017; RODRIGUEZ-GONZALEZ et al., 2018).
Além disso, FATHYUNES et al. (2018) demonstraram que a diminui¢ao do tamanho de cristais
de HA pode ser um fator favoravel para melhores resultados em ensaios por MTT, o que pode
indicar a maior porcentagem de células vidveis neste trabalho.

Ap0s 48 horas de ensaio, a alta viabilidade celular confirmou a biocompatibilidade das
amostras, mesmo com o aumento da concentracao de GO para 1,5%, em peso. Neste tempo de
ensaio, ndo houve diferenca estatistica significativa entre os grupos (valor de p igual a 0,99).
Apesar dos altos valores observados na Rota 2, ¢ importante ressaltar que a diferenca nas
metodologias utilizadas para a viabilidade celular dos nanocompoésitos de nHA - GO e
sHA - GO inviabiliza uma comparacdo entre os ensaios. A avaliacdo da citotoxicidade para as
amostras experimentais nHA - GO e sHA - GO demonstraram que os nanocompositos

produzidos possuem potencial para uso como biomaterial.
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5 CONCLUSOES

Com os resultados obtidos neste trabalho, foi possivel chegar as seguintes conclusdes:

O método de Hummers modificado para producdo do GO mostrou-se adequado para a
obtencdo do grafeno multilayer, comprovado pelas analises por MEV, DRX, espectroscopia
Raman, FTIR e TGA/DTG.

As duas metodologias inovadoras adotadas no presente trabalho foram eficazes para
produzir compositos nanoestruturados a base de grafeno, com propriedades bioativas e que nao
apresentaram citoxicidade para as células-tronco mesenquimais da polpa do dente, sugerindo-
0s como materiais promissores para a regeneracao de tecidos dsseos.

O aumento da adicdo de 0,5% para 1,5%, em peso de GO, levou a variacdo nas
intensidades das bandas D e G e nos valores de deslocamento no espectro Raman. Além disso,
a relagcdo Ip/lg, que revela a densidade de defeitos, foi menor para os nanocompdsitos:
1,17, 1,14 e 1,02, quando comparado ao GO (Ip/Ig=1,40). Portanto, acredita-se que a variagao
nos valores das bandas D e G nos nanocompésitos, bem como a menor razao Ip/Ig, implicam
em uma possivel transformacdo estrutural no GO apo6s a sua interacdo com as particulas
nanométricas de HA.

A densidade de defeitos (relagdo Ip/Ig) encontrada para o nanocompdsito sHA - GO,
contendo 0,5%, 1,0% e 1,5%, em peso de GO correspondeu a: 1,39, 1,37 e 1,33,
respectivamente. Esses resultados indicam uma sutil diminui¢do na razdo de intensidade
relativa Ip/Ig, quando comparado ao GO (In/Ig = 1,40). A proximidade entre os valores de Ip/Ig
para o sHA - GO e o GO pode indicar que as interagdes eletrostaticas entre os grupos funcionais
das superficies do GO e a HA produza um material intercalado ou aglomerado, porém nao
havendo a deposi¢do das nanoparticulas de HA sobre as folhas de GO, como observado por
MEYV nas amostras nHA - GO.

Os testes de bioatividade in vitro em meio McCoy revelaram a formagao da camada de
apatita (bone-like apatite) nos nanocompoésitos nHA - GO e sHA - GO, demonstrando uma
maior bioatividade em comparagdo a HA pura. As folhas de GO, quando presentes na superficie
das amostras, atuaram como sitios de nucleagdo e contribuiram fortemente para o crescimento
desta camada de apatita. Além disso, em ensaio de viabilidade celular com células-tronco

mesenquimais da polpa dentdria, verificou-se a melhora nas propriedades bioldgicas com a
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incorporagdo de baixas concentra¢des de GO na HA. Assim, como em outros estudos, a redu¢ao
na viabilidade celular pode ser verificada em altas concentragdes de GO, porém mantendo um

alto nivel de biocompatibilidade no presente trabalho.
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6 SUGESTOES PARA FUTUROS TRABALHOS

Como sugestdes futuras para a continuidade do trabalho ou inovag¢ao para a area:

Avaliar o estado quimico do GO presente na superficie das amostras por Espectroscopia
de Fotoelétrons Excitados por Raios X (XPS);’

Realizar tratamento térmico dos nanocompdsitos em forno com atmosfera controlada
(nitrogénio), avaliando a eficiéncia térmica e estabilidade do GO;

Fabricar scaffolds utilizando diferentes técnicas, como, por exemplo, método de fase de
sacrificio, freeze-casting e deposi¢ao quimica dos nanocompdsitos sobre uma estrutura 3D;

Avaliar os marcadores genéticos para a osteodiferenciacdo dos scaffolds HA - GO.

Realizar estudos in vivo dos scaffolds HA - GO em animais de pequeno e médio porte,
e avaliar o resultado obtido em ensaios pré-clinicos e clinicos de eficacia e seguranga.

Avaliar o tempo de degradag@o do material associado (in vivo e in vitro).
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