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RESUMO

SINTESE DE NANOPARTICULAS DE FOSFATOS DE CALCIO EM CRISTAIS
LIQUIDOS LIOTROPICOS

Sistemas auto-organizados, preparados com surfactantes nonilfenil
etoxilados com diferentes tamanhos de cadeia etoxilada, foram utilizados para
sintetizar nanoparticulas de hidroxiapatita (HAP - Cas(PO4)30H), que é o fosfato
de calcio majoritariamente presente nos tecidos mineralizados dos vertebrados. O
efeito do tamanho do grupo etoxilado do surfactante foi avaliado tanto na formacao
dos sistemas auto-organizados quanto nas propriedades das particulas de HAP
precipitadas in situ nestes sistemas. Cristais liquidos hexagonal reverso, lamelar,
hexagonal e cubicos foram formados, nesta ordem, a medida que surfactantes
com maiores grupos etoxilados foram empregados. Os fosfatos de calcio
sintetizados em todos os sistemas auto-organizados apresentaram-se na forma de
nanohastes, de modo que as nanohastes formadas nas fases anisotrépicas
(cristais liquidos hexagonais e lamelares) apresentaram didmetros mais uniformes
quando comparadas aquelas sintetizadas nos sistemas auto-organizados
isotropicos. O didmetro das hastes de HAP comparado com as dimensdes dos
sistemas auto-organizados sugere que estas se formaram pela aglomeracao
orientada de particulas ainda menores de HAP, o que foi evidenciado por
microscopia eletrénica de varredura (SEM-FEG). Estes resultados, em conjunto
com medidas de tempo de relaxacao transversal (T») do hidrogénio das moléculas
de agua presentes nos sistemas auto-organizados, permitem propor que a
limitacdo do tamanho das nanoparticulas de HAP seja conseqléncia da limitacdo
da difusdo ibnica in situ e que a morfologia de hastes é resultante da auto-
organizacao das fases.
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ABSTRACT

SYNTHESIS OF CALCIUM PHOSPHATES NANOPARTICLES IN LIOTROPIC
LIQUID CRYSTALS

Self-assembled systems from nonylphenol ethoxylate surfactants were
prepared using surfactants with different hydrophilic chain lengths. These systems
were used to synthesize hydroxyapatite (HAP - Cas(PO4)3OH) nanoparticles, the
main constituent of vertebrates mineralized tissues. The surfactant hydrophilic
length influence was evaluated both on the self-assembled systems formation and
on the properties of HAP nanopatrticles which were obtained by in situ precipitation
in these systems. As the surfactant hydrophilic length increased different liquid
crystals were formed in this sequence: reverse hexagonal, lamellar, normal
hexagonal and cubic mesophases. HAP nanoparticles synthesized in all self-
assembled systems had morphology of rods. Particles precipitated in the
anisotropic systems (hexagonal and lamellar liquid crystals) had more uniform
diameters compared to particles precipitated in the isotropic systems (cubic liquid
crystals). The HAP nanorods diameters were bigger than the repetition distances
of the self-assembled systems. This occurrence, evidenced by SEM-FEG
micrographs of the HAP nanopatrticles, suggests that the nanorods were formed by
even smaller HAP particles which were previously confined in the hydrophilic
domains of the phases, and after the surfactant removal they were neatly clustered
as induced by the self-assembled systems. These results along with the
transversal relaxation times measurements (T2) for hydrogen in water molecules
belonging self-assembled systems, allow us to propose the following: there is a
reduced ionic diffusion within the liquid crystals hydrophilic domains and it is the
cause for the size particles limitation and the particles morphology is influenced by

the self-assembling of the systems.
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1. Introducio-

As moléculas de surfactante, sob determinadas condi¢cdes dos sistemas do
qual participam, possuem a capacidade de se auto-associarem formando fases
auto-organizadas e termodinamicamente estaveis, denominadas de Cristais
Liquidos (CL). Estas fases apresentam diversas aplicacées tecnoldgicas e, nas
ultimas duas décadas, vém sendo empregadas na sintese de nanoparticulas
inorganicas com propriedades controladas, tais como: tamanho, morfologia,
porosidade e orientacdo. A capacidade de controlar as propriedades das
nanoparticulas sintetizadas in situ, associada a mobilidade molecular dos
constituintes da fase auto-organizada, confere aos cristais liquidos a designacao
de moldes flexiveis [1-3].

A vantagem de se obter nanoparticulas sintéticas de hidroxiapatita (HAP),
com alto controle morfolégico e dimensional, reside na semelhanca que estas
nanoparticulas podem ter com a HAP biolégica, que é a principal constituinte
inorganica dos tecidos rigidos mineralizados dos vertebrados, tais como 0ssos e
dentes. Estes tecidos mineralizados sdo formados por diversos arranjos das
nanoparticulas de apatitas em diferentes niveis hierarquicos resultando em
biomateriais auto-organizados com propriedades fisico-quimicas e mecéanicas

particulares [4].




O processo de formacdo do tecido mineralizado, conhecido como
biomineralizacdo, é bastante complexo e nado compreendido completamente.
Entretanto, ndo ha ddvidas de que este processo seja controlado pela matriz
organica presente nos o0ssos, a qual influencia a nucleacado, o crescimento, a
cristalinidade e a orientacdo dos cristais de HAP no tecido. No caso do tecido
0sseo, a matriz organica é composta essencialmente por colageno, que possui a
propriedade de formar fibras, as quais se alinham em uma direcao preferencial de
modo praticamente paralelo, deixando espacos interfribilares livres onde ocorre a
mineralizacdo. Os cristais de HAP, por sua vez, sdo epitaxialmente orientados
sobre esta matriz colagénica, como consequiéncia da biomineralizacao ter ocorrido

em um meio orientado [4-6].

Assim como o colageno, as fases liquido-cristalinas sao auto-organizadas e
geralmente orientadas em uma direcdo preferencial, como é o caso das fases
anisotrépicas. Deste modo, a sintese de HAP nestas fases simula este aspecto da

matriz colagénica, tratando-se de uma sintese bioinspirada.

As sinteses bioinspiradas de HAP apresentam dois objetivos principais. O
primeiro refere-se a obtencdo de materiais semelhantes aos biolégicos, 0os quais
poderdo ser futuramente empregados no preenchimento de defeitos 6sseos e
dentarios, além de inspirar o desenvolvimento planejado de novos biomateriais. O
segundo contempla a propria compreensdo do mecanismo de mineralizacao

0ssea que ocorre in vivo [7].

Os cristais liquidos utilizados para sintetizar HAP neste trabalho
correspondem a um sistema ternario composto por surfactante, solucao aquosa
contendo ions de interesse e ciclohexano. Como surfactantes, foram utilizados
nonilfenil polietoxilados com diferentes tamanhos de cadeia etoxilada. A
versatilidade permitida pela escolha de moléculas de surfactante com diferentes
tamanhos de cadeia polar levou a obtencao de diferentes estruturas de cristais
liquidos, incluindo as mesofases hexagonais (normal e reversa), lamelar e

cubicas. Assim, foi possivel avaliar a influéncia do comprimento das cadeias




etoxiladas dos surfactantes tanto na formacao dos cristais liquidos quanto nas
propriedades das particulas de hidroxiapatita sintetizadas in situ.

Os tépicos seguintes consistem em uma revisdo bibliografica que aborda
pontos centrais desta Tese. Devido ao fato dos cristais liquidos serem formados
pelo auto-arranjo molecular de surfactantes em meio aquoso, oleoso ou em ambos
[8], o proximo topico descreve sucintamente as propriedades que resultam na

auto-organizacao dos surfactantes.

1.1 Surfactantes e Parametro de Empacotamento Critico

Surfactantes, ou tensoativos, sdo moléculas anfifilicas, pois possuem

dominios discretos hidrofilicos e hidrofébicos na sua estrutura molecular [9,10].

Em solucdo aquosa e acima da concentragdo micelar critica (CMC), os
surfactantes se auto-organizam formando agregados moleculares com dimensdes
coloidais denominados micelas. Neste caso, as micelas se formam pela
interiorizagao da parte hidrofébica do surfactante que minimiza o seu contato com
a agua. As micelas também se formam em sistemas ternarios compostos por
surfactante, agua e 6leo, e neste caso, as moléculas de surfactante se adsorvem
na interface agua-6leo separando estes dois dominios. Quando o 6leo é confinado
no interior das micelas, elas sao denominadas normais e quando a agua €

confinada, as micelas séo reversas [11,12].

O processo de micelanizacao é espontaneo (AG < 0). Dados experimentais
mostram que este processo € governado pelo aumento entrdpico, pois a formacao
de micelas envolve uma pequena variacdo entalpica e um grande aumento
entrépico. Uma possivel explicacdo para o aumento entrépico € que quando uma
molécula de surfactante encontra-se em meio aquoso, as moléculas de agua
proximas a parte apolar do surfactante se ordenam formando clusters. Quando

esta molécula de surfactante se transfere para a micela, as moléculas de agua




gue estavam anteriormente estruturadas ao redor do grupo apolar sao liberadas
para o meio, de forma que o maior grau de liberdade destas moléculas € a causa
do aumento entrdpico [11].

Os agregados moleculares de surfactantes podem apresentar diferentes
geometrias, sendo o parametro de empacotamento critico (CPP) um indicativo do
formato destes agregados. O CPP é um parametro geométrico que correlaciona
dados estruturais do surfactante, tais como o volume molecular (v) e o
comprimento molecular (/) da parte hidrofébica, e a area efetiva da seccéo

transversal (a ) do grupo cabeca, ou hidrofilico (equacao 1) [13].

CPP = Y Equacao |
al

O valor de CPP esta relacionado com a estrutura do agregado molecular da
seguinte maneira: surfactantes contendo grupo cabeca volumoso e cauda apolar
nao tdo volumosa, assemelham-se geometricamente a um cone, com valor de
CPP inferior a 1/3. Neste caso, as micelas formadas sao esféricas, visto que esta
geometria € a que garante o maior empacotamento de cones. Pelo contrario,
valores de CPP maiores ou iguais a 1 sdo caracteristicos para surfactantes iénicos
com dupla cadeia apolar ou nao-idbnicos com grupo cabeca pequeno (estrutura
semelhante a um cilindro), neste caso, os agregados formados sao lamelares, pois
sao os que melhor empacotam cilindros. O mesmo raciocinio pode ser empregado
para prever a geometria dos agregados quando as micelas confinam agua
(sistemas reversos) [14]. A Figura 1 permite relacionar as geometrias do
surfactante com seus respectivos valores de CPP e os agregados moleculares

formados.

O parametro de empacotamento critico indica como as moléculas de
surfactante se posicionam na interface agua-6leo, cuja curvatura determina a
forma do agregado. E possivel perceber, ao observar a Figura 1, que conforme o
CPP aumenta, a curvatura da interface dos agregados fica cada vez menor, de

modo que as micelas esféricas passam a ser alongadas. Aumentando-se ainda




mais o CPP, as moléculas de surfactante se empacotam em bicamadas planas, ou
seja, nesta situacao, a curvatura é nula. Com um aumento ainda maior do CPP, as
curvaturas de interface se invertem (por definicdo, as curvaturas sao negativas ou

convexas) e, neste caso, as micelas reversas sao formadas [12,15-16].

CPP

® ®

Forma da Secdo

Transversal
el || e e
cilindro Cone truncado
Estrutura ??? ??? %
esperada 22 gzz
para os
agregados
micela micela bicamada micela
esférica alongada plana reversa

Figura 1. Pardmetro de Empacotamento Critico (CPP) de surfactantes e
respectivos agregados moleculares. Figura adaptada de Segota e Tezak, 2006
[14].

A formacao dos cristais liquidos geralmente ocorre quando a concentracao
de surfactante no meio é elevada, de modo que as micelas existentes se
empacotam formando arranjos especificos. Em geral, as micelas esféricas
empacotam-se em arranjos cubicos, enquanto as micelas alongadas (ou

cilindricas) em arranjos hexagonais e as bicamadas empacotam-se em lamelas.




Embora o valor de CPP permita fazer uma previsdo sobre o
empacotamento molecular, outros fatores também afetam o empacotamento das
moléculas, tais como quantidade de agua presente, presenca de sais, 6leos
dissolvidos, concentracdo do surfactante, temperatura, etc. Por esta razdo, o
mesmo surfactante pode formar diferentes fases em fungcao da composicéo e da
temperatura do meio, como evidenciam os diagramas de fase [12-13,17].

1.2 Cristais Liquidos: Definicao e Caracterizacao

O termo cristal liquido significa um estado de agregacao que é intermediario
entre o solido cristalino e o liquido, por isso, os cristais liquidos sdo também
conhecidos como mesofases, onde o termo “meso” significa intermediario. Como
regra, um sistema neste estado tem ordem a longa distancia comparavel aos
sélidos cristalinos, e ao mesmo tempo, exibe um grau de fluidez que, em muitos

casos, se assemelha a dos liquidos [18].

Os cristais liquidos sao divididos em duas classes: os termotrdpicos, cujas
propriedades anisotrépicas e estruturais sdo geradas por aquecimento de um
composto puro e os liotropicos, que sao formados por uma mistura de dois ou
mais componentes, sendo geralmente, um surfactante e agua [19]. A Figura 2
mostra exemplos de arranjos moleculares para diferentes cristais liquidos.

Como pode ser visto na Figura 2, os cristais liquidos lamelar e hexagonais
(fase normal - H, e fase reversa — H) possuem orientagdo em uma direcdo
preferencial, 0 que nao se observa para as mesofases cubicas. Por esta razao, as
fases lamelar e hexagonal sdo anisotropicas, enquanto que as fases cubicas sao

isotropicas.




Lamelar

Hexagonal

Cubico
Bicontinuo

Cubico
Micelar

Figura 2. Representacéo das estruturas de cristais liquidos lamelar, hexagonais
(normal e reversa) e mesofases cubicas (bicontinuas e micelar). Figura
adaptada [3, 20].




Os cristais liquidos cubicos apresentam em comum o fato de serem muito
viscosos. Eles dividem-se em duas familias: as fases bicontinuas e as micelares.
As fases bicontinuas sao formadas por superficies minimas periédicas e possuem
4 tipos de arranjos classificados de acordo com o grupo espacial, sendo eles:
Im3m, l1a3d, Pn3m e R3c. As fases micelares sdo formadas por micelas discretas
e apresentam 3 arranjos: Pm3n, Im3m e Fm3m [20-22].

Nos diagramas de fase de surfactantes, as fases liquido-cristalinas sao
representadas pelas letras La para a fase lamelar, H para a fase hexagonal, V
para as fases cubicas bicontinuas e | para as fases cubicas micelares. Os
nameros em subscrito indicam a natureza das fases: | indica fase normal e Il fase

reversa.

A anisotropia das fases é uma caracteristica que pode ser facilmente
identificada pela técnica de microscopia éptica com polarizadores cruzados, POM
[23]. O comportamento anisotrépico Optico é identificado pela birrefringéncia, o
qual é um fenbmeno optico tipico de cristais em que um raio incidente sofre
refracdo sendo decomposto nas suas componentes coloridas, semelhantemente
ao que se observa quando um raio de luz branca atravessa um prisma. Assim,
quando observadas por POM, as fases isotrépicas geram um padrdo escuro,
enquanto os cristais liquidos anisotrépicos apresentam brilho ou padrées coloridos
[11,24].

Outra técnica que permite diferenciar fases isotrépicas e anisotrdpicas é a
Ressonancia Magnética Nuclear (NMR) para nucleo de deutério. Para caracterizar
a anisotropia em cristais liquidos o sistema é enriquecido com este nucleo em
torno de 5% em massa. O deutério é um nucleo quadrupolar, com | = 1. Os
nacleos com | > 1 interagem com a componente elétrica do campo
eletromagnético, apresentando transicoes no espectro de NMR desdobradas em
21 transi¢des. No caso do nucleo de H (I=1), em meios isotrépicos, as transicdes
sao coincidentes e dao origem a um sinal singleto, mas em meios anisotrdpicos,
onde as moléculas estao orientadas, o sinal de NMR aparecera desdobrado [25-
26].




O desdobramento quadrupolar (Av) de um dominio simples de uma fase

liguido-cristalina uniaxial, como a hexagonal ou lamelar, é dado por:
_ 1 ) N
AV:25‘§(3COS QDL—I) Equacao Il

ondefp. € o angulo entre um dominio individual do cristal liquido (como uma
lamela para a fase lamelar e um cilindro para a fase hexagonal) e o campo

magnético aplicado e 8 é dado por:
5=26- % < 3c0s%0py — 1 >M-% < 3c0s%0yp — 1 >p Equacio Il

ondeé e § sdo os parametros de anisotropia dindmico e estatico, respectivamente
e Bpm € 0 angulo de orientacdo formado pelo D-O em relagdo ao tensor EFG
(gradiente de campo eletromagnético) e Byp € 0 angulo entre o eixo molecular do
surfactante e o eixo diretor do agregado.

A Figura 3 mostra as orientacées dos agregados em relacdo ao campo
magnético By, onde € possivel observar que na mesofase lamelar, os eixos
moleculares do surfactante (Ms) estdo paralelos ao eixo diretor do agregado (D) e
deste modo, Bup, em média, € 0°. Em contrapartida, os eixos Ms nos cilindros da
fase hexagonal apresentam-se perpendiculares a D, de modo que 6yp, em média,
€ 90°. Assim, os desdobramentos Av para as mesofases lamelar (La) e hexagonal

(Ha), sdo dados da seguinte maneira:

AV =508, (1) Equagéo IV




Mesofase Lamelar

Figura 3. Orientac6es dos agregados (de mesofases lamelares e hexagonais) em
relacdo ao campo magnético externo By e possiveis orientacdes do eixo diretor do
agregado (D) e do eixo diretor molecular do surfactante (Ms). Neste caso, o
surfactante é deuterado e Ms é relativo a ligacdo C-?H. Figura adaptada de Firouzi
et. al., 1997 [25].

10



” 1
AV* =5eS o (5) Equacdo V

1
onde o termo Scp corresponde a 5 <3c08 G, —1>,,

que é o primeiro termo da equagéo .

Desta forma, por questdes de geometria, o desdobramento quadrupolar
observado para a fase lamelar geralmente é duas vezes maior que o

desdobramento observado para as fases hexagonais [25].

Além das técnicas de NMR e POM, os cristais liquidos podem ser
caracterizados por espalhamento dos raios X em baixos angulos (SAXS). Esta
técnica fornece informacbes estruturais para materiais que nao possuem
homogeneidade eletronica em distancias que variam de dezenas a centenas de
Angstréms. A Figura 4 mostra um esquema representando um experimento de
SAXS, onde um feixe de raios X incide sobre uma amostra fazendo com que os
elétrons desta amostra emitam ondas secundarias de raios X, cujas interferéncias

construtivas sdo detectadas [27].

feixe de raios-X k, LR
N PTTAN
W e SN
B IR A -,_(;r I/
I""-': i “ :”:?1.1{:_-"1 /
4:1 : amostra beamstop detector

Figura 4. Esquema de medicao de raios X espalhados em baixos angulos.
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A magnitude do vetor espalhamento (q), representado na Figura 4, é
descrita por:

_ 47nsen®

Equacao VI
A

em que A é o comprimento de onda da radiagdo incidente e 6 é o angulo de
espalhamento [28].
O vetor de espalhamento (q) relaciona-se com as distancias interplanares

(d) entre 2 planos de refracéo, de acordo com a equacéao VIl [28].

d= 2_7[ Equacao Vil

q

Qualquer processo de espalhamento €& caracterizado pela lei da
reciprocidade, a qual resulta em uma relacao inversa entre tamanho e o angulo de
espalhamento [27]. Para estruturas com ordem a longas distancias, como as fases
liquido cristalinas, a interferéncia construtiva € dada pela Lei de Bragg, conforme a
equacao VIII:

nA = 2dsen 6 Equacao Vil

em que n € um numero inteiro, d é a distancia entre os planos e 26 é o angulo de

difracéo.

Assim, as fases liquido-cristalinas sdo caracterizadas por SAXS pelas
posicoes relativas dos picos de difracdo na curva de intensidade | versus o vetor
de espalhamento . As distancias relativas dos picos, caracteristicas para cada
mesofase, sdo dadas pelas leis de reflexao, as quais correspondem a razao entre
o parametro unitario de cela (a) e as distancias interplanares (d) para cada
mesofase. As leis de difracdo das fases lamelar, hexagonal e para 5 fases cubicas
encontram-se na Tabela 1 [22,28].
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Tabela 1. Leis de difracao para as mesofases lamelar, hexagonal e cubicas.

Mesofase Lei de Reflexao
a
lamelar Ej =1,2,3,4,56...
2
hexagonal \/?aj =1,347..
'dhk
2
Pn3m a j =2,3,4,6,89,10,11...
dhkl
2
Pm3n N 24568...
dhkl
2
a
Fd3m 4 =3,8,11,12,16,19,24...
2
a
Im3m — 1| =2,4,6,8...
dhkl
2
a
la3d 4 =6,8,14,16,20,22,24...

1.3 Cristais Liquidos como Meios de Sintese

Os cristais liquidos (LCs) vém despertando grande interesse cientifico e
tecnoldgico devido as suas possibilidades de aplicacao, que compreendem sua
utilizacdo como displays, sensores, veiculos de distribuicdo controlada de drogas
€ mais recentemente, como meios para a sintese de nanoparticulas com

propriedades controladas [3].

Ha diversos trabalhos na literatura que classificam os LCs como moldes
maleaveis, visto que nanoparticulas metalicas ou inorganicas sintetizadas nestas

fases apresentam dimensdes e morfologias “feitas sob medida”, ou seja, que
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copiam fielmente as propriedades das mesofases que as originaram [3]. Como
exemplo, Karanikolos e colaboradores obtiveram nanoestruturas de ZnSe com
morfologias esféricas, de nanotubos e nanodiscos usando cristais liquidos cubico,
hexagonal e lamelar, respectivamente, conforme mostra a Figura 5. Em outro
trabalho, os autores obtiveram esferas e nanotubos ocos de ZnSe, através de
fases cubica e hexagonal normais, respectivamente. E surpreendente como as
propriedades dos materiais sintetizados em cada fase, reproduz de maneira
fidedigna as caracteristicas morfolégicas e dimensionais das fases liquido-
cristalinas utilizadas na sintese [1-3].

Figura 5. Imagens de TEM mostrando as diferentes nanoestruturas de ZnSe obtidas nos
cristais liquidos: (a) nanodiscos obtidos na mesofase lamelar, (b) nanotubos (mesofase
hexagonal) e (c) nanoesferas (mesofase cubica micelar) [3].

Os cristais liguidos ndo apenas atuam como moldes na formacgao de
nanoparticulas como também influenciam na auto-organizagdo destas
nanoparticulas. A reducao de nitrato de prata na presenca de um cristal liquido
hexagonal reverso levou a formacédo de nanoparticulas de prata com dimensdes

na faixa de 4-6 nm, e, apés a remocao do molde, as particulas se alinharam em
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fibras com extensdes que variaram de 30 nm até atingir dimensdes milimétricas
[29-31].

As sinteses de materiais inorganicos mediadas por cristais liquidos também
podem levar a obtencdo de materiais porosos com a vantagem de controlar as
propriedades dos poros tais como tamanho, morfologia e distribuicdo
tridimensional. Estas sinteses se baseiam em uma reagédo de polimerizagdo que
ocorre in situ com os componentes que formam o dominio aquoso do cristal
liquido e, portanto, referida como solidificagdo do dominio aquoso do cristal
liquido. Apds a reagdo, ha a remocgao do surfactante resultando em um material
poroso, como pode ser observado no mecanismo representado na Figura 6. Este
método de sintese foi utilizado com sucesso na obtencao de peneiras moleculares
(em cristal liquido hexagonal) cujos poros apresentaram diametros de na faixa
entre 2 e 50 nm [3].

Hexagonal

Cubico

Figura 6. Representacdo da sintese de materiais inorganicos porosos mediada por
cristais liquidos hexagonal e cubico. (a) cristal liquido; (b) “solidificagdo” do dominio
aquoso do cristal liquido e (c) obtencdo do material poroso apdés a remocédo do
surfactante. Adaptado de Holmberg, K. 2004 [29,31].
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Baseado no modelo de sintese de materiais inorganicos porosos, Li e
colaboradores, em 2007, propuseram um modelo para obter particulas de HAP
nanoporosas. Assim, os autores sintetizaram HAP na presenca do surfactante
catibnico CTAB, o qual foi posteriormente eliminado por aquecimento, com
temperatura minima de 550°C. No modelo proposto (Figura 7), os autores
mostraram que a sintese provavelmente ocorreu na presencga de um cristal liquido
hexagonal, entretanto, em nenhum momento houve a caracterizagdo da fase
utilizada na sintese, e os autores nem sequer mencionaram que a fase era um
cristal liquido, cuja estrutura somente aparece no modelo proposto para explicar
os resultados [32].

N&ao ha outros trabalhos publicados na literatura que se refiram a sintese de
nanoparticulas de HAP na presenca de cristais liquidos, exceto os publicados pelo
nosso grupo de pesquisa [33-34]. Entretanto, h4& um ndmero significativo de
trabalhos que relatam o emprego de surfactantes nas sinteses de HAP, pois os
surfactantes também alteram a morfologia e o tamanho das particulas inorganicas
sintetizadas em sua presenca, geralmente, pela sua adsorcao seletiva em faces
preferenciais do cristal em crescimento. Como a sintese de HAP é um processo
bioinspirado, ha varios trabalhos que relatam o emprego de proteinas especificas
do processo de biomineralizacao na sintese de HAP [35-36]. Devido as proteinas
possuirem dominios hidrofébicos e hidrofilicos e apresentar estrutura
tridimensional bem definida, elas podem se comportar de maneira semelhante a
um surfactante e, provavelmente, este seja um fator importante para se
compreender melhor o processo de biomineralizacdo. Este processo, bem como
algumas sinteses bioinspiradas serdo tratados com maiores detalhes no topico
1.5.
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Figura 7. (a) Modelo proposto por Li e colaboradores para a sintese de HAP
nanoporosa e (b) microscopia de transmissao das particulas obtidas [32].
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1.4. Hidroxiapatita: Sintese e Propriedades Fisico-Quimicas

Apatitas sao fosfatos de célcio que possuem férmula minima Cas(PO4)sX,
sendo X os anions F, CI ou OH’, e estas apatitas denominadas fluorapatita,
clorapatita e hidroxiapatita (HAP), respectivamente, sendo que esta ultima é o
componente inorganico majoritario dos tecidos mineralizados dos vertebrados. Na
verdade, a quimica estrutural da HAP biolégica é bastante complexa, porque nao
se trata de um mineral puro em termos de composicdo, mas sim, de um mineral
deficiente em célcio e rico em carbonato [4]. A carbonatacdo deve-se a
substituicdo dos ions fosfato e hidroxila da HAP pelos ions carbonato, o que
ocorre comumente no sistema biolégico. A HAP, carbonatada ou nao, possui
propriedades de biocompatibilidade e osteointegracdo, tratando-se de um
excelente material para a substituicdo 6ssea e dentéria e, portanto, sua sintese
em laboratério tem sido alvo de grande interesse [4, 53].

Diversos métodos de sintese tém sido utilizados para a obtencao de HAP,
tais como reacdes no estado sélido, precipitacdes a partir de solucdes, processos
hidrotérmicos, precipitacdo na presenca de surfactantes, sinteses em sol-gel,
entre outros [54]. Devido a solubilidade reduzida dos fosfatos de calcio em meio
aquoso (0o que pode ser conferido nas tabelas contendo os produtos de
solubilidade - Kps - destes compostos) [54], a técnica de precipitacdo em via Umida
tem se destacado, onde os fosfatos de célcio sdo obtidos por precipitagdo a partir
de solugdes aquosas contendo ions calcio e fosfato [4].

Uma das formas de obtencao da HAP por precipitacdo em via umida é a
sua formacdo a partir do aumento de pH de uma solugdo aquosa de &acido
fosférico contendo ions célcio [33,55]. A medida que o pH da solucdo de &acido
fosférico é elevado, o equilibrio se desloca no sentido de formar ions fosfato que
Sa0 necessarios para a precipitacdo da HAP, como pode ser visto através das
equacbes de equilibrio mostradas a seguir [37] e também pela Figura 8 que
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apresenta uma razéo de distribuicdo das espécies quimicas presentes em solugéo

em fungéo do pH [60].

HsPOs € HoPO4 + H* pK1 =219 Equacdo IX
HoPOs ¥ HPO,Z + H* pK2 =7,18 Equacéo X
HPO> ¥ PO + H* pK3 =123 Equacéo XI
1,0
0,8
o
'3
o
= H,PO, H,PO,
£ 0,6
= ]
R 2,12 7,21
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Figura 8. Distribuicdo dos ions referentes ao equilibrio do &cido fosférico em
funcao do pH. Figura adaptada de Liu et. al., 2012 [60].
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A precipitacdo da HAP é dada na equacao de equilibrio mostrada a seguir:

5C8.2+(aq) + 3 PO43'(aq) + OH-(aq) « C8.5(PO4)3OH(5) Equacao XIl

Além dos equilibrios referentes aos ions fosfato e da prépria HAP, para a
obtencdo da HAP sintética deve-se atentar também para a razdo entre os ions
célcio e fosforo presentes no meio reacional que deve ser igual a 1,67, que é a
razdo estequiométrica da HAP [54]. Outras razées Ca/P podem levar a formacéao

de outros fosfatos de célcio, o que néo é desejavel.

1.5. Nanoparticulas de HAP: A biomineralizacao oOssea e as
sinteses bioinspiradas.

As nanoparticulas que compdem o tecido 6sseo apresentam composicao
semelhante a HAP. Nos seres vivos, 0 estagio mais basico de organizacdo 6ssea
corresponde a cristais de HAP embebidos ou incrustados na matriz colagénica. O
tamanho das particulas de apatitas nos tecidos rigidos estd compreendido em
uma faixa que varia de unidades até centenas de nanémetros [4-5].

A obtencao de particulas sintéticas de HAP com dimensdes nanométricas,
morfologia controlada e alinhamento em uma diregédo preferencial mimetiza a HAP
bioldgica e pode trazer contribuicdes importantes para a elucidacdo do mecanismo
de biomineralizacdo, bem como pode contribuir para o desenvolvimento planejado
de biomateriais, que serao utilizados no preenchimento 6sseo ou dentario, com
propriedades similares a dos tecidos que irdo substituir [4].

O processo de biomineralizacdo pode ocorrer de diferentes formas, as

quais dependem, entre outros fatores, da etapa de desenvolvimento do animal,
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visto que o tecido 6sseo é constantemente remodelado ao longo da vida dos
vertebrados [5-6, 37].

A osteogénese, formacao do tecido 6sseo em um ser vivo, ocorre em dois
estagios principais, os quais sdo denominados de osteogéneses primaria e
secundaria. Embora o mecanismo de formacao éssea em cada estagio ocorra de
maneira muito diferente, em ambos os casos ha uma forte influéncia da matriz
organica sobre a formacao, crescimento e controle dos cristais de HAP. Enquanto
que na osteogénese primaria, o processo de biomineralizacdo é mediado por
vesiculas de matriz, na osteogénese secundaria, € o préprio colageno quem
controla a mineralizagéo [5].

Na osteogénese primaria, o processo de biomineralizacdo ocorre na
cartilagem epifisaria onde ha alta ocorréncia de vesiculas de matriz. As vesiculas
de matriz sdo vesiculas esféricas, com dimensdes da ordem de 20 a 200 nm,
formadas a partir da membrana plasmatica proveniente das células responsaveis
pela formagdo do tecido mineralizado, como os condrécitos (células do tecido
cartilaginoso), osteoblastos e odontobastos, porém, a composicado da membrana
vesicular difere da membrana progenitora devido a presenca de proteinas
especificas [38].

Neste modelo de biomineralizacdo, clusters de HAP se formam dentro da
vesicula, a qual também é denominada de nédulo de calcificagdo, conforme
mostra a Figura 9. Acredita-se que as vesiculas de matriz se responsabilizam
tanto pelo transporte dos cristais quanto pelo transporte de uma elevada
concentracdo de ions, que sao necessarios para a biomineralizacdo. Por esta
razao, as vesiculas de matriz podem ser consideradas como nanoreatores [5, 38-
39].

Com o crescimento dos cristais de HAP, ha o rompimento da membrana e a
exposi¢cdo da fase mineral ao meio externo. As proteinas ndo colagénicas se
aderem as superficies dos cristais dando continuidade ao seu processo de
crescimento, e deste modo, o tecido ésseo vai sendo formado. Este modelo

sugere que as fibrilas de colageno encontradas na cartilagem, por serem muito
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estreitas, impedem a deposicao do mineral entre elas, e como consequéncia, s
h& a mineralizagéao extrafibrilar [5, 38-39].

Neste mecanismo de biomineralizacdo, o colageno nao tem um papel
apreciavel em controlar o processo, atuando apenas como uma espécie de
suporte onde os cristais formados ficam embebidos [5, 38-39].

i

o

i

|

Vesiculas de matriz
osteoblastos (nanoreatores)

Figura 9. Modelo de osteogénese primaria: os osteoblastos segregam vesiculas
de matriz, as quais atuam como sitios de nucleacao onde se formam os primeiros
cristais de HAp, com o crescimento, os cristais rompem a membrana vesicular
dando continuidade a mineralizagao do tecido 6sseo [39].

Na osteogénese secundéaria, a biomineralizacdo é mediada pela matriz
organica, que atua como um molde organico, cuja funcao é controlar a nucleacgéao,
o crescimento, a morfologia e a cristalinidade da fase mineral em formagao [40].
Neste processo, os nanocristais de HAP sdo uniaxialmente orientados ao longo

das fibrilas de colageno, as quais se alinham de modo aproximadamente paralelo

[5].
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Olszta e colaboradores (2007) propuseram um modelo para explicar a
osteogénese secundaria atribuindo o controle do processo de mineralizacdo as
proteinas nao colagénicas presentes na matriz organica, as quais regulam o
crescimento dos cristais de HAP sobre as fibrilas de colageno [5]

Uma observagdo experimental interessante que sustenta esta hipétese é
que a precipitacdo de HAP ocorrida na presenca de colageno in vitro leva a
formacao de clusters de HAP heterogeneamente distribuidos sobre a matriz
colagénica e ndo nanocristais uniaxialmente orientados como se observa nos
tecidos mineralizados dos seres vivos [5,36]. Este resultado levou a conclusao de
gue ha outras substancias na matriz 6ssea organica que auxiliavam a organizacao
e orientagcao dos cristais na matriz colagénica: as proteinas ndo colagénicas [5].

As proteinas ndo colagénicas sao ricas em aminoacidos negativamente
carregados, como o acido aspartico que possui grupos carboxilatos livres capazes
de quelar os ions calcio e transporta-los no meio bioldgico. Assim, estas proteinas
se comportam como uma espécie de reservatorio de ions calcio e fosfato e ao
interagirem com as fibras de colageno, favorecem a ocorréncia da mineralizacdo

em um espaco restrito espacialmente e orientado [5].

Para comprovar este modelo, os autores realizaram a sintese da HAP sobre
as fibrilas de colageno utilizando um precursor liquido polimérico (acido
poliaspartico), denominado de PILP. Em contato com solugdo contendo ions calcio
e fosfato, o PILP forma uma micela polimérica, capaz de transportar os ions e se
infiltrar entre as fibrilas de colageno. A parte hidrofébica do PILP interage com as
fibras de colageno, expondo os ions calcio e fosfato, que ao serem desidratados
solidificam e cristalizam formando a HAP, conforme mostra a Figura 10. Estudos
de raios X mostraram que as nanoparticulas de HAP, produzidas desta forma, se
orientaram na mesma direcao das fibrilas de colageno [5].

E interessante notar que na biomineralizagdo mediada por matriz organica,
diferentemente da mediada por vesiculas de matriz, os cristais de HAP se formam
em um meio anisotropico constituido pelo alinhamento das fibras de colageno ao

longo de uma direcdo preferencial, as quais se empacotam de maneira
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praticamente paralela. Neste modelo, ndo ha necessariamente uma limitacdo
espacial como se observa no modelo vesicular, porém, os movimentos
moleculares e a difusdo ibnica sao restritos, como conseqiiéncias inerentes ao
meio colagénico. De maneira semelhante, a sintese de nanoparticulas de HAP em
cristais liquidos também ocorre na presenca de um meio auto-organizado que

pode ter orientacdo em uma direcao preferencial (fases anisotrépicas).

(a) Ej?jj%fﬂ?‘: (b)

Figura 10. Modelo proposto para a biomineralizacao intrafibrilar: (a) as esferas
representam o precursor polimérico (PILP) que leva os ions ao interior das fibras.
Ao interagir com as fibras, os ions sao liberados e a mineralizacdo ocorre apos a
perda do excesso de agua, levando os cristais de HAP a ficarem orientados na
direcéo das fibras (b). Esquema adaptado de Olszta e colaboradores, 2007 [5].
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As sinteses bioinspiradas sdo assim denominadas, pois imitam alguns
aspectos do processo de biomineralizacdo a serem investigados. Se todas as
condicoes fisiolégicas fossem rigorosamente respeitadas, a sintese da HAP seria
denominada de biomimética, porém, sua compreensao seria tdo complexa quanto
entender a propria biomineralizacao.

Sinteses bioinspiradas de HAP tém sido conduzidas na presenca de
proteinas nao colagénicas, tais como Amelogenina (Amel) e Serina e, de maneira
interessante, a morfologia das particulas de HAP formadas nestas situacdes é de
nanohastes [4,35]. Os autores discutem que a adsorcao seletiva das proteinas em
faces preferenciais de HAP, conduz ao crescimento dos cristais de HAP em uma
direcdo preferencial, o que justifica a morfologia alongada na forma de
nanohastes. Entretanto, um fator ndo mencionado, é que estas proteinas, de
maneira analoga aos surfactantes, possuem dominios hidrofilicos e hidrofobicos e,
portanto, a capacidade de se auto-organizar [4]. O mecanismo proposto para a
sintese de HAP na presenca de Amel, por exemplo, considera que a proteina se
auto-organiza em nanoesferas, as quais interagem com o0s ions calcio via
interacdes eletrostaticas com os grupos carboxilatos. As nanoestruturas esféricas
sdo alinhadas em nanohastes de HAP, as quais sao designadas como blocos
construtores secundarios do esmalte dentario [35].

1.6. Os Conceitos Norteadores desta Tese

Nesta Tese, particulas de HAP foram sintetizadas por precipitacdo em
solucdo aquosa tanto na presenca quanto na auséncia de surfactante, bem como
em meios auto-organizados anisotropicos e isotropicos formados no sistema
ternario de surfactante, solugdo aquosa e ciclohexano. Os sistemas auto-
organizados correspondem a um meio onde o crescimento das particulas é
orientado, havendo também a possibilidade destes meios controlarem a
concentracdo de ions local através da limitacdo da difusdo iénica [40]. Trata-se,
portanto, de uma sintese bioinspirada que mimetiza algumas condicbes

importantes do meio biolégico onde ocorre a biomineralizacao.
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Os surfactantes que foram utilizados nesta Tese sao polietoxilados e,
portanto, nao i6nicos que apresentam diferentes unidades de grupos etoxilados
(EO). Esta versatilidade de cadeia hidrofilica permite formar diferentes estruturas
de cristais liquidos incluindo fases isotrépicas e anisotropicas, bem como sistemas
normais e reversos, o que permite explorar diferentes ambientes para a sintese de
HAP [21]. Os surfactantes polietoxilados apresentam como vantagens adicionais o
fato de serem atdxicos, biocompativeis, biodegradaveis e interagirem bem com
ions célcio [41, 42]. As cadeias etoxiladas presentes nestes surfactantes e que
formam os compostos do tipo polietileno glicol (PEG), disponivel comercialmente
em varios tamanhos, se responsabilizam pela interacdo com os ions calcio.
Rossainy e Hubbell (1994) verificaram que hidrogéis de PEG sofreram calcificagao
quando implantados em ratos e os autores acreditam que um possivel mecanismo
para esta interacdo seja a quelacao dos ions calcio pelos oxigénios pertencentes
ao grupo éter da cadeia etoxilada do PEG [41]. De maneira andloga, Varaksa e
colaboradores (1996) atribuiram esta capacidade de coordenacao de ions calcio,
denominada de efeito “calcitropico”, ao surfactante etoxilado CgEO1¢ [42]. Assim,
nesta Tese, surfactantes etoxilados com diferentes tamanhos de cadeia etoxilada
foram considerados como potenciais candidatos para o estudo de precipitacdo in
situ de HAP.

Assim, na execucado desta Tese, foram considerados como conceitos

norteadores:

1) Os tecidos rigidos dos vertebrados sao constituidos por
nanoparticulas de hidroxiapatita (HAP) organizadas em diferentes niveis
hierarquicos. Os mecanismos de biomineralizacdo aceitos propéem que estas
nanoparticulas foram originadas em um ambiente protéico, muitas vezes,

orientado e espacialmente restrito.

2) A precipitacdo de nanoparticulas de HAP in situ em cristais
liguidos € um processo bioinspirado em que alguns aspectos do ambiente
biol6gico sdo mimetizados tais como: a existéncia de dominios hidrofilicos e

hidrofébicos, a possibilidade de orientacao e a restricao espacial.
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3) O uso de surfactantes nonilfenil etoxilados, com cadeias etoxiladas
com diferentes comprimentos permite explorar a versatilidade do comprimento da
cadeia hidrofilica do surfactante tanto sobre a formagao das particulas de HAP,
bem como, na formagcdo dos préprios sistemas auto-organizados, propiciando
diferentes ambientes onde a precipitacdo ocorre. A formacdo de HAP nos
diferentes ambientes (sem organizagcdo ou auto-organizados, havendo ou nao
orientagao), pode contribuir para a compreensao dos ambientes biolégicos onde a

mineralizacao ocorre.
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(i)

2. Objetivoy

Os objetivos gerais desta Tese de Doutorado contemplam:

Utilizar surfactantes nonilfenil etoxilados com diferentes tamanhos de
dominios hidrofilicos para preparar sistemas auto-organizados ternarios,

constituidos por surfactante, solugdo aquosa e ciclohexano;

Avaliar a influéncia dos sistemas auto-organizados nas propriedades
das particulas sintetizadas in situ, principalmente no que se refere ao

controle morfolégico e dimensional destas particulas;

Propor mecanismos que justifiquem o controle das propriedades das
nanoparticulas precipitadas nos diferentes sistemas auto-organizados.
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3. Pawte Experimentod

3.1. Reagentes

Os reagentes utilizados nesta Tese foram: acetona Synth; acido fosférico
Synth; alcool etilico Synth; alcool isopropilico Synth; ciclohexano Synth;
hidroxiapatita Fluka, hidroxido de aménio Synth, nitrato de célcio Synth; éxido de
deutério Cambridge IsotopelLaboratories Inc.; polioxido etileno glicol com massa
molecular de 1000 g.mol' — PEG 1000 (Riedel-de-Haen) e surfactantes nonilfenil

etoxilados da Oxiteno.

Os surfactantes utilizados sao disponiveis comercialmente com diversos
tamanhos de cadeia etoxilada e sdo denominados de Renex® ou Ultranex®. A
Figura 11 mostra a estrutura destes surfactantes e a Tabela 2 contém os nomes
comerciais e lotes dos surfactantes, bem como e as nomenclaturas que foram

adotadas nesta Tese.

/\/\/\/\/©/0(CHZCHZO)n H

Figura 11. Férmula estrutural dos surfactantes nonilfenil etoxilados.
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Tabela 2. Surfactantes nonilfenil etoxilados utilizados nesta Tese.

Unidades lote do Nome

etoxiladas Nomes comerciais surfactante adotado
(n) utilizado
04 Renex-40/ Ultranex NP 40 060605C34654 S-04
06 Renex-60 / Ultranex NP 60 060605C34650 S-06
10 Renex-100 / Ultranex NP 100  061226C42139 S-10
15 Renex-150 / Ultranex NP 150 040323C9270 S-15
20 Renex-200 / Ultranex NP 200  080709C61433 S-20
23 Renex-230 / Ultranex NP 230  081005C64701 S-23
30 Renex-300 / Ultranex NP 300  070422C46336 S-30

3.2. Procedimentos

3.2.1 Avaliacao do método de sintese de HAP e remocao dos
componentes organicos

As sinteses das particulas foram realizadas in situ através da precipitacdo
causada pelo aumento de pH dos sistemas auto-organizados. Estes sistemas
foram formados por surfactante, ciclohexano e solugdo aquosa de ions calcio e

fosfato (nitrato de calcio e &cido fosférico), com razédo Ca/P igual a 1,67 e em pH
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2,0. Assim, o aumento de pH dos sistemas levava a formacdao de HAP via

precipitacao.

O preparo dos sistemas auto-organizados, também denominados de fases,
esta descrito em detalhes no tépico 3.2.3.1. Como as sinteses ocorriam pela
precipitacdo causada pela elevacdo do pH das fases, foram testados inicialmente
dois procedimentos para a elevacdo do pH. Para este estudo exploratério, uma
fase preparada com o surfactante contendo 10 unidades etoxiladas, a fase LC-10,

foi escolhida para avaliar duas possiveis formas de elevagao do pH:

(i)  Através da mistura de duas fases preparadas separadamente;
(i)  Através da permeagao de aménia na fase.

No primeiro método de sintese, duas fases sao preparadas separadamente.
A primeira fase contém nitrato de calcio e acido fosférico (em pH 2) como solucao
aquosa e a segunda, hidréxido de aménio. As composi¢cdes em porcentagens de

massa foram:

- Fase I: 45,5% de S-10, 45,5% de solucédo aquosa contendo ions calcio e
fosfato e 9,0% de ciclohexano.

- Fase II: 45,5% de S-10: 45,5% de solugédo aquosa de hidroxido de amdnio

1,0 mol.L™" e 9,0% de ciclohexano.

A elevacao do pH ocorreu pela adicdo lenta de pequenas quantidades da
fase Il a fase I. O sistema era constantemente homogeneizado com uma espatula
e, ao término da adicdo, era mantido em repouso por 10 dias.

O segundo método de sintese consistiu em deixar a fase (preparada com
solucdo aquosa de nitrato de calcio e acido fosférico, em ambiente fechado
contendo solucdo de amoénia durante 10 dias. A solucdo de amdnia libera géas
amodnia que permeia a fase elevando o seu pH. A Figura 12 mostra um diagrama

ilustrando a montagem utilizada no procedimento de sintese.
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Figura 12. Diagrama ilustrando o sistema usado para permeacgédo das fases com
gas amoénia e consequente precipitacédo in situ dos fosfatos de calcio.

Basicamente, a diferenca entre estes dois procedimentos esta na cinética
do processo, pois no método de mistura de fases, acredita-se que os fosfatos de
céalcio se formem imediatamente apds o contato entre as micelas, enquanto que
no método de precipitacdo por permeagao de amoénia, as particulas sao formadas
apds a permeacao do vapor de ambnia por um sistema viscoso, 0 que resultaria

na elevacao gradativa do pH ao longo do tempo de permeacéo.

Apés a sua formacgao, os fosfatos de calcio foram separados das fases
utilizadas nas sinteses, e novamente, 2 procedimentos de remocao dos

componentes organicos foram avaliados:

(i) Queima das fases a 500 °C;

(i) Lavagem das fases com etanol e extracdo com acetona em soxlet.

No primeiro método de remogao dos componentes organicos, os sistemas
foram aquecidos em forno Edgcon 3P. O processo de aquecimento foi lento e
gradual, para evitar alteragbes morfolégicas e dimensionais nas particulas de

fosfato de calcio com a eliminacdo dos componentes orgéanicos. A Tabela 3 mostra
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as condicdes sob as quais as amostras foram aquecidas para eliminar as fases e
obter os fosfatos de célcio. As amostras permaneceram por 10 horas a 500 °C.

Tabela 3. Condicdes de aquecimento das amostras para eliminacdo dos
componentes organicos.

Taxa de aquecimento Temperatura (°C) Tempo de
(°C/min) repouso (h)
02 50 1
02 100 1
02 200 1
05 500 10

A coluna “tempo de repouso” da Tabela 3, refere-se ao tempo que o0s
sistemas permaneceram no forno, com a temperatura constante, antes de serem

aquecidos novamente.

O segundo método de remocdo dos componentes organicos consistiu na

lavagem das fases com etanol e extracdo com acetona em soxlet.

Assim, apds a formacao dos fosfatos de calcio, as fases foram lavadas com
etanol e centrifugadas em centrifuga Tomy IC-15SN, descartando-se o0s
sobrenadantes. Este procedimento foi repetido por quatro vezes. Apos isto, as
amostras foram filtradas a vacuo e depois envoltas em papel de filtro e extraidas

com acetona em soxlet.

As demais sinteses descritas nesta Tese (préximos tépicos) foram feitas
utilizando-se o método de precipitacao via permeacao de aménia e a remocao dos
componentes organicos foi feita por aguecimento a 500 °C.
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3.2.2. Sintese de HAP nos sistemas de comparacao.

Visando avaliar o efeito dos sistemas auto-organizados na formagdo da
HAP, as sinteses foram também realizadas em outras situagdes para fins de
comparacao. As situagdes foram:

(i)  na auséncia de surfactante;

(i) na presenca de concentragdo reduzida de surfactante (8.10"mol.L™
de S-10), a qual é inferior a CMC;

(iii) na presenca de polietilenoglicol 1000, PEG-1000.

O PEG-1000 é um composto que contém aproximadamente 23 grupos
etoxilados e, portanto, € semelhante a parte polar do surfactante S-23. Assim, a
fase formada com PEG-1000 foi denominada PEG-23, em que o numero 23
refere-se a quantidade média de unidades etoxiladas por molécula de PEG.

3.2.3. Sintese de HAP nos sistemas auto-organizados.

3.2.3.1 Preparacao dos Sistemas Auto-Organizados

Os sistemas auto-organizados, utilizados na sintese da HAP, foram
preparados pela mistura de surfactante, solucado aquosa e ciclohexano mantendo-
se a proporcado de 45,5%: 45,5%: 9,0%, respectivamente, em porcentagem de
massa. A solucdo aquosa utilizada foi preparada misturando-se volumes iguais
das solucdes de nitrato de calcio 1 mol.L™" e 4cido fosférico 0,6 mol.L™", com pH
final igual a 2, resultando em uma solugdo com concentracéo final de Ca?* e 4cido

fosférico de 0,5 mol.L" e 0,3 mol.L™", respectivamente.

A composicdo dos sistemas foi baseada em trabalhos anteriores partindo-
se do diagrama de fases do Triton X-100®, o qual € estruturalmente analogo ao
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Renex-100® (S-10). A Figura 13 mostra o diagrama de fases ternario para um
sistema de surfactante Triton X-100, agua e benzeno, permitindo verificar que os
cristais liquidos se formam em regides com maiores propor¢coes de agua e

surfactante e menor proporcéao de benzeno [33,43].

As fases foram denominadas de acordo com a quantidade de unidades
etoxiladas do surfactante utilizado como pode ser visto na Tabela 4.

el B et s

Duas fases
isotropicas

Benzeno

Figura 13. Diagrama de fases para o sistema ternario: Triton X-100, 4gua e
benzeno [43].
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Tabela 4. Nomenclatura das fases que foram utilizadas na sintese dos fosfatos de
célcio.

Surfactante usado Fase
S-04 LC-04
S-06 LC-06
S-10 LC-10
S-15 LC-15
S-20 LC-20
S-23 LC-23
S-30 LC-30

Apenas o sistema formado com S-04 separou fase: formou-se uma fase
pouco viscosa e incolor (em pequena quantidade) e uma fase mais viscosa e
opaca. O sistema foi centrifugado a 5000 rpm durante 20 minutos em centrifuga
Eppendorf 5810R e entdo a fase inferior (pouco viscosa e incolor) foi descartada,
enquanto a fase superior foi denominada LC-04.

3.2.3.2 Caracterizacao dos Sistemas Auto-Organizados

As fases listadas na Tabela 4 foram caracterizadas por microscopia éptica
com luz polarizada (POM), Ressonancia Nuclear Magnética (NMR) e
espalhamento de raios-X a baixos angulos (SAXS).

Para a analise por POM utilizou-se microscépio Nikon Eclipse 80i com dois
polarizadores que podiam ser cruzados para se observar a birrefringéncia. O
microscopio foi acoplado a uma camera Nikon digital Sight DS-Fi1. As amostras
foram colocadas entre uma Iamina e uma laminula e observadas no microscopio

para verificar se eram anisotropicas.

As medidas de NMR foram realizadas usando-se equipamento Inova 500.
As fases a serem medidas foram preparadas pela substituicdo da solucdo aquosa
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contendo os ions calcio e fosfato por uma outra solugcdo com mesma composi¢ao,
mas contendo também 10% de D,O (Cambridge IsotopelLaboratories, Inc, 99,9%).
As fases foram colocadas em tubos de vidro para RMN com 10 mm de diametro
utilizando-se uma seringa e um tubo flexivel de PVC.

As medidas de SAXS foram realizadas na linha D11A-SAXS1 do
Laboratério Nacional de Luz Sincrotron (LNLS), com o detector posicionado a
1039,983 cm do porta-amostra. As fases formadas com os surfactantes contendo
até 20 grupos etoxilados, por serem menos viscosas, foram injetadas com uma
seringa no porta-amostra e as demais foram colocadas no porta-amostra com uma
espatula. Previamente a analise as amostras foram centrifugadas a 5000 rpm
durante 20 minutos para eliminacao das bolhas de ar presas no material devido a
sua viscosidade.

3.2.3.3 Caracterizacao dos Materiais Sintetizados

Todos os materiais sintetizados foram caracterizados empregando-se as
técnicas de espectroscopia na regiao do infra-vermelho (FTIR), difratometria de
raios-X (DRX), microscopia eletrbnica de varredura (SEM) e microscopia
eletrénica de varredura de emissédo de campo (SEM-FEG).

Para a analise de FTIR foi utilizado um espectrémetro Bomem B 100 com
resolugdo de 4 cm”. O material foi analisado na forma de pastilhas, apés ser
prensado com KBr.

As andlises de DRX foram realizadas em um equipamento Shimadzu
XRD7000 operado a 40 kV e 30 mA na faixa 05°< 26< 65° e com velocidade de
aquisicdo de 2°min. Previamente a andlise, as amostras foram trituradas em

almofariz de agata e analisadas em um porta-amostra de vidro.

As micrografias foram obtidas em microscépio eletrdnico de varredura

JSM6360-LV. As amostras foram fixadas em porta-amostra de cobre-zinco
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utilizando-se fita de carbono. Para a obtencado das imagens, as amostras foram

recobertas com carbono e ouro em metalizador Bal-Tec MCS 010.

As micrografias por SEM-FEG foram feitas no LNLS usando-se microscopio
Zeiss Supra 55VP. Os fosfatos de calcio foram colocados em isopropanol e
ultrassonicados utilizando-se uma sonda de ultrassom (Sonics — cell vibration)
durante 30 minutos. Apds este procedimento, uma gota da dispersao foi colocada
sobre um monocristal de silicio e deixada secar a temperatura ambiente. A
amostra foi recoberta com carbono em metalizador Bal-Tec MCS 010 e entéo

observada no microscopio.

3.2.4 Estudo da Formacao das Nanoparticulas de HAP nos

Sistemas Auto-Organizados

Para compreender como os cristais liquidos controlam as propriedades das
particulas de fosfatos de calcio, foram obtidas curvas de SAXS de trés sistemas

independentemente:
[) apenas dos sistemas auto-organizados;

Il) dos sistemas auto-organizados ap6s a permeacao de amoénia, onde houve a
precipitacdo da hidroxiapatita, visando compreender como as particulas de
HAP se dispdem in situ ap6s a sua precipitacdo nos sistemas;

ll) dos sistemas auto-organizados formados com nitrato de amonio 1 mol.L™
como solucado aquosa (ao invés da solugdo contendo ions calcio e fosfato).
Estes sistemas foram analisados porque simulam a forgca ibnica e a

composicao do meio apés a formacéao das nanoparticulas de HAP.

As medidas de SAXS foram feitas nas mesmas condicées descritas na
Secéao 3.2.3.2.
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Também foram realizadas medidas de tempo de relaxacao spin-spin (T»)
por NMR para avaliar o grau de liberdade das moléculas de agua nos sistemas
auto-organizados e com isto, avaliar o papel da difusao ibnica na formacao das

nanoparticulas.

As medidas de T, foram realizadas no espectrdmetro de ressonancia
nuclear magnética Varian (INOVA 500) operando a 500 MHz. Para a obtencao das
medidas, as amostras foram colocadas em tubos de vidro de 5 mm de diametro
utilizando-se uma seringa e um tubo flexivel de PVC. Para a determinagao dos
valores de T, foram utilizadas as areas dos picos da agua (dw = 4,77), cujas
intensidades sédo proporcionais a intensidade do FID logo imediatamente apés o
comeco da aquisicdo do sinal. A sequéncia utilizada foi a CPMG 90%[180% 1-
1809,. Foram escolhidos tempos de espera finais de maneira tal que a
magnetizagdo (intensidade do pico) decaisse a um valor inferior a 5% da
intensidade em t=0. Cada pico foi obtido a partir da média de 4 scans com tempo
de reciclagem ou de espera de 8 — 10 s de maneira que este tempo fosse superior
aSTh.

3.3. Fluxograma da Parte Experimental

A Figura 14 mostra um fluxograma que ilustra a sequéncia de todos os
procedimentos da parte experimental facilitando a visualizagdo das etapas
envolvidas na sintese e a compreensdao da formacdo da HAP nos diversos

sistemas.
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Fluxograma da parte experimental.
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4. Resudtadoy e Discussio

Neste trabalho, nanoparticulas de hidroxiapatita foram obtidas via
precipitacdo in situ em cristais liquidos liotrépicos formados por surfactante,
solucdo aquosa (contendo ions calcio e fosfato) e ciclohexano. A precipitacdo das
nanoparticulas ocorreu via elevacdo do pH da solugcdo aquosa, a qual € uma
mistura de acido fosférico e nitrato de célcio e corresponde ao dominio aquoso do
cristal liquido.

A precipitacao das particulas de HAP ocorre porque a medida que o pH dos
sistemas auto-organizados € elevado pela permeacado e dissolucdo da aménia
gasosa ou pela coalescéncia das micelas dos sistemas auto-organizados
contendo as solug¢des de hidroxido de amobnio e nitrato de calcio, os equilibrios da
solucdo de acido fosférico sdo deslocados formando os fons HPO,* e PO, como
pode ser visto na Figura 8 da Secao 1.4. Quando o pH do meio atinge valores
préximos de 12 o ion predominante é o fosfato, o que resulta na formacao da
hidroxiapatita. A precipitacdo da hidroxiapatita nos sistemas é favorecida por
questdes de solubilidade, pois os sais Ca(H2PO,4) e CaHPQO4, que precipitariam em
pHs menores, apresentam solubilidades consideravelmente elevadas em relacao a
HAP [59].

Os surfactantes utilizados foram nonilfenil etoxilados com diferentes
tamanhos de cadeia etoxilada. A variacdo do comprimento da cadeia etoxilada

permitiu obter diferentes cristais liquidos abrangendo fases isotrépicas e
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anisotrépicas. Devido aos cristais liquidos serem reconhecidos na literatura como
moldes flexiveis, foi possivel avaliar a influéncia destas fases nas propriedades
das nanoparticulas de HAP, sobretudo, com relagdo as dimensdes e morfologias

destas particulas.

Na Tese, a apresentacao dos resultados foi dividida em 4 partes para tornar
didatico o encadeamento dos objetivos. Estas partes compreendem
principalmente: (i) avaliagdo do método de sintese e remogao dos componentes
organicos; (ii) sintese de HAP em sistemas comparativos, ou seja, sistemas sem
auto-organizacgao; (iii) sintese de HAP nos sistemas auto-organizados (cristais
liquidos) e (iv) propostas de mecanismos para o controle das propriedades fisico-

quimicas das nanoparticulas de HAP precipitadas nos sistemas auto-organizados.

Além dos resultados diretamente pertinentes ao trabalho, o composto HAP
disponivel comercialmente foi caracterizado por FTIR e DRX para facilitar a

comparacao com os resultados obtidos para os materiais sintéticos.

4.1. Caracterizacao da Hidroxiapatita

Todos os materiais sintetizados nesta Tese, independentemente do sistema
utilizado na sintese, foram caracterizados pelas técnicas de espectroscopia na
regido do infravermelho (FTIR) e difratometria de raios X (DRX). Por esta razao, a
HAP comercial também foi analisada por estas técnicas, visando facilitar a

posterior comparagao com os resultados obtidos para os materiais sintéticos.

A Figura 15 mostra o espectro de FTIR obtido para a HAP comercial -
Cas(PO4)sOH. As bandas observadas foram atribuidas as deformacoes,
estiramentos e vibragdes das ligacdes quimicas correspondentes, como pode ser

visto na Tabela 5. Para facilitar a visualizagdo, as bandas atribuidas aos grupos
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fosfatos foram indicadas na Figura 15 com as linhas verticais tracejadas enquanto
que as bandas atribuidas as hidroxilas estdo indicadas pelas linhas pontilhadas.
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Figura 15. Espectro de FTIR para a HAP comercial. As linhas tracejadas indicam
os grupos fosfato e as pontilhadas, os grupos hidroxilas.

A Figura 16 mostra o difratograma obtido por DRX para a HAP comercial.
No difratograma, as linhas tracejadas indicam os picos mais intensos da HAP,
cujos planos cristalinos estao indicados ao lado de cada pico. Este difratograma é
concordante quando comparado com o disponivel no banco de dados “Powder
Diffraction File, International Centre for Diffraction Data, 1997”, para a HAP
(JCPDS card 9-04321).
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Tabela 5. Relacdo das bandas observadas nos espectros da Figura 15 e suas

atribuicoes [33, 44-45].

Banda (cm™)

Atribuicao

568, 603 Deformacgdes assimétricas O-P-O
635 Vibracdo O-H de hidroxila
961 Estiramento assimétrico P-O

1035, 1096 Estiramentos assimétricos de POs
1636 Deformacao de H-O-H de H,0O
3444 Estiramento O-H
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Figura 16. Difratograma de raios X obtido para a HAP comercial.
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4.2. Avaliacao dos Meétodos de Sintese e Remocao dos
Componentes Organicos.

As particulas de HAP foram precipitadas pela elevacdao de pH de uma
solucdo aquosa contendo ions célcio e fosfato, com razdo Ca/P igual a 1,67 e,
apos a formacao das particulas, os componentes organicos foram eliminados para

permitir a analise de composi¢cao e morfologia das mesmas.

Inicialmente foi necessario avaliar se os diferentes procedimentos usados
para a precipitacao e eliminacdo de componentes organicos poderiam interferir na

composicao das particulas precipitadas.

Primeiramente, avaliou-se a influéncia que a velocidade de elevacao do pH
exerceria sobre a sintese da HAP in situ em um sistema auto-organizado
testando-se dois métodos: o método de mistura de fases e o método de
permeacao de amoénia, que estdo descritos detalhadamente na seg¢ao 3.2.1. A
diferenga entre estes dois métodos se baseia na velocidade de formacdo das
particulas de HAP. Enquanto no método de mistura de fases, as particulas se
formam imediatamente apds o contato entre as fases, no método de permeacao
de ambnia, é necessario que o vapor de amobnia permeie o cristal liquido,
elevando o pH do sistema mais lentamente, e a medida que isto ocorre ha a

precipitacdo dos fosfatos de célcio.

Apbs a formacao das particulas de HAP, os componentes orgéanicos foram
removidos e dois métodos de remocao também foram testados, conforme descrito
detalhadamente na secao 3.2.1: o método de queima, em que 0os componentes
organicos das amostras foram removidos por degradacao térmica e o método de
lavagem, em que os componentes organicos foram removidos por lavagem

exaustiva com solventes da fase organica.

A Figura 17 mostra os espectros dos materiais obtidos nas diferentes
condicoes de sintese e de remocao dos componentes organicos. Nesta Figura, as
linhas tracejadas em vermelho indicam as bandas atribuidas ao grupo fosfato
(568, 603, 961, 1035 e 1096 cm™), as linhas tracejadas em azul indicam as
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bandas atribuidas ao grupo hidroxila (635, 1636 e 3444 cm™), as linhas em verde
indicam a presenca de grupos carbonato (875, 1419 e 1465cm™) e a linha
tracejada em cinza indica a presenca de nitrato (1384 cm™). As bandas
caracteristicas da HAP foram atribuidas conforme mostrado na Tabela 5 e as
bandas atribuidas aos grupos carbonato e nitrato que estavam presentes no
material sintetizado estéo atribuidas na Tabela 6.

Tabela 6. Relacdo das bandas observadas nos espectros da Figura 17 e suas
atribuicoes [33,44-45].

Banda (cm™) Atribuicdo
875 Deformacao C-O
1384 Estiramento NOg’
1419, 1465 Estiramentos assimétricos de COs~

A andlise dos espectros de FTIR indica que todas as amostras
correspondem a HAP carbonatada. A incorporagcao de ions carbonato na estrutura
da HAP é muito comum, pois estes ions sdo os maiores substituintes dos grupos
hidroxila e fosfato da HAP biolégica [7,54]. A carbonatacdo da HAP é um fator
positivo, pois melhora a bioatividade do material, devido ao aumento de
solubilidade [54].

Os ions carbonato incorporados na HAP poderiam ser provenientes do gas
carbdnico previamente dissolvido nas solugdes utilizadas como reagentes ou
decorrente da queima dos surfactantes, porém, como as amostras que foram
lavadas também apresentaram incorporacdo de ions carbonato, a primeira

hipdtese é a mais provavel.

48



//

©
2 - 5
o L |
® 4 o o =
! LY N (L L worrr ot LA
............................ ﬂw -1 8
|||||||||| - e — - _ = I __-J-0o
[ I D T e N S s T 7<)
O
o
|||||||||||||||||||||| o-
........................ m--------
E---— -t o~ ===
o £ ©
) o
© o =
> © D
T - S0 S
e W q
) 1 O Q
L » »
2. ). J.@. .. /L] < D | Q- -9 -
@ 4 @ a
L= | - 1 © _ 8 S
() o) =
@ NS NS LS H/M NS
S I'e -/% I'e I's N
................ S 2 W - SR NN P~ SN WA
£ S & q°E 48 10 | 3
S - e — = [Te]
Q 1€ 4 @O . m 10 ™
p._._._ ._._._._p._._. Lot v 1 vl St
o O O O O
83 &° 8 3I R & 8 2 ©@ 8383 2 & ® O®©F «
("en) sapepisuajul

49

niimero de onda (cm™)

Figura 17. Espectros de FTIR dos materiais sintetizados pelos diferentes métodos

de sintese e de remocao dos componentes organicos.



Apenas as amostras que foram lavadas apresentaram bandas atribuidas ao
estiramento de N-O, em 1384 cm™, que foram indicadas com a linha tracejada
cinza. Este resultado indica a presenca de ions nitrato proveniente do reagente
nitrato de calcio, o qual ndo foi completamente removido no procedimento de
lavagem. As bandas de hidroxila das amostras que foram lavadas também foram
mais intensas quando comparadas as amostras queimadas, indicando a

possibilidade de haver agua adsorvida nestes materiais.

Os materiais obtidos pelas diferentes condicbes de sintese e de remocao
dos componentes organicos também foram analisados por DRX e os
difratogramas sdo mostrados na Figura 18. Estes difratogramas foram
comparados com o obtido para a HAP comercial (Figura 16) e também com o
difratograma disponivel no banco de dados para a HAP (JCPDS, card 9-04321).

Observando-se a Figura 18, nota-se que os difratogramas de raios X de
todas as amostras apresentaram picos nhas posicoes esperadas, ou seja,
referentes aos planos cristalinos 002, 211 e 212 (sobrepostos) e 300 da HAP, que
estao indicados na Figura 16. A sobreposicao dos picos referentes aos planos 211
e 212 é uma evidéncia da carbonatacéo [47]. A Unica excecgao refere-se a amostra
preparada via mistura de fases e que foi lavada (Figura 18 b), cujo difratograma
apresentou um pico adicional bastante fino e intenso em 26 = 29,42, o0 que poderia
indicar a presenga de calcita. A existéncia de calcita na amostra, no entanto, seria
evidenciada pela presenca de um pico em torno de 714 cm™ no espectro de FTIR,
0 que nao foi observado na Figura 17 [46]. A auséncia de picos adicionais nos
espectros de FTIR dificulta atribuir o pico de DRX a calcita e, aliado a este fato, a
comparacao deste difratograma com os disponiveis no banco de dados também
nao possibilitou a atribuicao do pico.
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Figura 18. Difratograma de Raios X dos fosfatos de calcio sintéticos obtidos em
cristal liquido, com diferentes condicbes de sintese e de remocdo dos
componentes organicos.
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Comparando-se ainda os difratogramas da Figura 18 n&o foi possivel notar
nenhuma evidéncia que mostre diferencas entre os materiais sintetizados pelos
dois métodos de sintese, no entanto, com relacado aos métodos de remogao dos
componentes organicos, nota-se claramente que as amostras que foram lavadas
apresentaram picos de difracdo bem mais largos quando comparados aos picos
das amostras que foram queimadas a 500°C. Entre os fatores que causam
alargamento nos picos de difracdo de raios X estdo a presenca de impurezas no
reticulo cristalino e o tamanho reduzido dos cristais na amostra [37, 47].

Como os espectros de FTIR indicaram a presenca de ions carbonato em
todas as amostras e apenas as que foram lavadas apresentaram picos de difracao
alargados, € provavel que este alargamento ndo seja causado pela incorporagéao
dos ions carbonato, e sim, uma consequiéncia destas amostras serem formadas
por cristalitos de HAP menores quando comparadas as amostras que foram
queimadas. O tratamento térmico das amostras poderia ter provocado a
coalescéncia dos cristalitos formando cristais maiores, o que explicaria os picos de
difracdo mais definidos para as amostras que foram queimadas a 500°C. Para
avaliar esta hipotese, foram obtidas micrografias dos materiais por SEM-FEG
como mostra a Figura 19.

Observa-se pela Figura 19 que, independentemente do método de sintese
e de remocao dos componentes organicos, a morfologia dos materiais apresentou-
se na forma de hastes com diametros regulares e que as hastes se aglomeraram

formando estruturas que lembram ouricos do mar.
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Figura 19. Micrografias dos fosfatos de calcio obtidos na fase LC-10 pelos
diferentes métodos de sintese e remogao dos componentes organicos, explicitos
acima das imagens.
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Uma observacao interessante é que apenas a amostra que foi preparada
pelo método de mistura de fases e que foi lavada apresentou facilidade de se
desaglomerar, ou seja, foi possivel observar imagens de hastes isoladas
(micrografia da esquerda) embora também fossem observadas imagens de hastes
aglomeradas como “ouricos” (micrografia da direita). Antes da andlise
microscépica, as amostras foram submetidas ao ultrassom por 30 minutos em
isopropanol visando desaglomera-las, no entanto, a desaglomeragcao foi
observada apenas para a amostra citada. Em estudos paralelos, observou-se que
as amostras que foram lavadas apresentaram hastes isoladas. Este fato sera
novamente verificado e discutido em um topico posterior desta Tese (Secao 4.5)
para uma amostra também submetida ao processo de lavagem exaustiva com
solvente para remocao dos meios de sintese, sugerindo que o aquecimento das

amostras leva a compactacao das hastes, mas a lavagem néao.

Para avaliar se os métodos de precipitacdo ou de remocao dos
componentes organicos do meio de sintese influenciaram na dimensédo das
particulas de HAP sintéticas, foram feitas medidas dos didmetros das hastes a
partir de todas as imagens obtidas, usando-se o software ImageToolL versao 3.00,
um software gratuito que pode ser baixado pela internet. Optou-se por medir os
didmetros das particulas, pois, a aglomeracdo das hastes na forma de ouricos
dificulta a medida dos seus comprimentos. A Tabela 7 apresenta as médias e

desvios-padrao para os valores de diametros medidos.

Tabela 7. Valores médios dos diametros das hastes de HAP obtidas pelos
diferentes métodos de sintese e de remogao dos componentes organicos.

Método de sintese Remocao dos Numero de  Diametro médio
componentes organicos Medidas das hastes (nm)
permeacgao de NHs(g) queima a 500°C 228 357
mistura de fases queima a 500°C 197 34+8
permeacao de NH;(g) lavagem 257 299
mistura de fases lavagem 333 267
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Os valores mostrados na Tabela 7 indicam que a remogdo dos
componentes organicos por lavagem levou a obtencdo de hastes com diametros
ligeiramente menores, o0 que se torna ainda mais evidente ao se observar a Figura
20 que mostra os histogramas de todas as amostras plotados em conjunto. No
entanto, considerando os desvios-padrdao das medidas ou mesmo aplicando-se
um teste estatistico como o teste “t de Student” nota-se que os didmetros das

hastes nao diferem estatisticamente entre si a um nivel de 95% de confianga.
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Figura 20. Sobreposicao dos histogramas mostrando a distribuicdo dos tamanhos
das hastes de HAP obtidas pelos diferentes métodos de sintese e de remocéao dos
componentes organicos.

Os resultados obtidos até aqui permitem concluir que o método de
precipitacdo parece nao influenciar na composicao e na morfologia dos materiais

obtidos, entretanto, a remocado dos componentes organicos por lavagem levou a
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obtencdo de materiais com incorporacao de ions nitrato e cujos difratogramas de
raios X apresentaram picos alargados, o que pode ser consequéncia da impureza
da amostra como a presenca de ions nitrato, carbonato e agua adsorvida no
material. Como experimentalmente o método de remocdo dos componentes
organicos por queima € mais simples de ser realizado e permite um maior
rendimento da sintese, visto que ha menor perda de material neste procedimento,
e que este procedimento ndo altera a composi¢cdo do material, possibilitando a
obtencdo de nanoparticulas de HAP carbonatada com morfologia definida e
distribuicdo homogénea de tamanhos, este método foi escolhido para a remocao
dos compostos organicos.

Assim, todos os demais materiais obtidos nesta Tese foram sintetizados
pelo método de precipitacdo via permeacdo de amdnia e 0s componentes
organicos foram removidos por queima a 500°C.

4.3. Sintese de HAP nos Sistemas de Comparacao

O objetivo principal desta Tese de Doutorado é obter nanoparticulas de
HAP em sistemas auto-organizados, tendo como foco aumentar a compreensao
dos mecanismos de controle exercido por estes sistemas, sobretudo no tamanho e
morfologia das nanoparticulas precipitadas in situ, 0 que pode ajudar a esclarecer
como ocorre o controle das propriedades das nanoparticulas de HAP no processo

de mineralizacao in vivo.

Sistemas auto-organizados sao formados por surfactantes que possuem a
capacidade de se auto-organizar formando micelas, as quais, por sua vez, podem
se empacotar em arranjos tridimensionais bem definidos, dando origem aos
cristais liquidos. No entanto, a literatura tem reportado que soélidos inorgéanicos,
quando sintetizados na presenca de surfactantes, ainda que em concentracdes
inferiores as necessarias para a formacdo dos cristais liquidos, podem ter suas
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propriedades modificadas. Os trabalhos tém mostrado que materiais cristalinos,
obtidos nestas condicbes de concentracdo reduzida de surfactantes,
apresentaram morfologias alongadas, devido a inducdo do crescimento do
material em uma direcdo preferencial via adsorcdo de surfactante em faces

preferenciais do cristal durante o seu crescimento [5].

Assim, nesta etapa do trabalho, particulas de HAP foram sintetizadas em
sistemas que nao apresentam auto-organizacao, com a finalidade de comparar os
resultados com aqueles referentes as sinteses ocorridas nos sistemas auto-
organizados. Os sistemas empregados para este fim, descritos na Parte
Experimental (Se¢éo 3.2.2) foram usados para sintetizar as particulas de HAP nas

condigdes listadas a seguir:

- na auséncia de surfactante, onde nao haveria nenhum tipo de

influéncia sobre a formacéao e crescimento das particulas;

- na presenca de concentracdes reduzidas de surfactante S-10 (8.107
mol.L™), onde seria possivel verificar se o surfactante, mesmo em concentracdes
inferiores as necessarias para formacao dos cristais liquidos, influenciaria nas

propriedades das patrticulas.

- na presenca de PEG-1000 (fase PEG-23), que embora nao seja um
surfactante, o PEG permite explorar a influéncia da cadeia polietoxilada, contendo
23 unidades EO (analoga a regiao hidrofilica dos surfactantes e com numero de
unidades etoxiladas proximas a do surfactante S-23) na sintese da HAP, em uma
situagdo onde nao ha auto-organizacao.

Inicialmente, foram analisadas as duas primeiras possibilidades de sintese:
na auséncia de surfactante e na presenca de concentracées reduzidas de S-10.
Esta concentragédo de surfactante foi escolhida por ser uma concentracdo proxima
da sua CMC em meio aquoso, que é da ordem de 4.10° mol.L" [56] e também
porque ha evidéncias de que a presenca de surfactantes durante precipitacao de
fosfatos de calcio causa mudancgas na morfologia das particulas.
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Os resultados referentes a sintese de HAP na fase PEG-23 serédo
discutidos em conjunto com os resultados das sinteses nos sistemas auto-

organizados, posteriormente.

As Figuras 21 e 22 mostram os espectros de FTIR e os difratogramas de
raios X, respectivamente, para os materiais sintetizados na auséncia de
surfactante e na presenca de concentragcées reduzidas de S-10. O espectro e o
difratograma da HAP comercial foram adicionados nestas figuras para facilitar a

comparacao.

A Figura 21 mostra que ambos os materiais sintéticos apresentaram bandas
atribuidas a presenca de grupos fosfato e hidroxila, as quais estao indicadas pelas
linhas tracejadas e pontilhadas, respectivamente, de acordo com a Tabela 5.
Apenas a amostra obtida na presenca de concentragdes reduzidas de surfactante
apresentou bandas caracteristicas de ligacées C-O de carbonato, como indicado

pelas linhas solidas.

O espectro de FTIR do material obtido na auséncia de surfactante, no
entanto, difere significativamente de todos os demais analisados até o momento,
pois foram observadas bandas adicionais intensas nas regides de 445, 496, 535,
720, 933, 1140, 1170, 1191 e 1214 cm™, as quais foram atribuidas & presenca de
pirofosfato de célcio dihidratado — CPPD — cuja formula molecular é CayP,0;.
2H,0 [48].

O difratograma do material sintetizado na presenca de surfactante, Figura
22, se assemelha muito ao da hidroxiapatita, o qual é concordante com o
difratograma da HAP disponivel no banco de dados JCPDS (card 9-04321),
indicado pelas linhas tracejadas. O material sintetizado na auséncia de
surfactante, no entanto, apresentou picos caracteristicos de CPPD (JCPDS card
17-0499) e picos pouco intensos relativos aos planos cristalinos da HAP.
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Figura 21. FTIR dos materiais formados na auséncia de surfactante, na presenca

de 8.10"mol.L" de S-10 e da hidroxiapatita comercial.
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Os resultados permitem notar que todas as precipitacbes ocorridas na
presenga de surfactante, mesmo que em concentracées reduzidas, leva a
formacdo de HAP carbonatada, enquanto que na auséncia de surfactante, ndo se
forma hidroxiapatita carbonatada, mas sim pirofofasto de célcio dihidratado.
Assim, pode-se admitir que a presenca de surfactante no meio de sintese,
independentemente da concentracdo, é um fator que influencia no controle da

composicado dos materiais.

E possivel que o pirofosfato de calcio dihidratado (CPPD) tenha sido
formado a partir da desidratacdo do monohidrogeno fosfato de célcio — DCPA

(CaHPOQy) - durante a queima, conforme mostra a equacao a seguir [57,58]:

2 CaHPO, 199°°C  CayP,07+ H0 Equagéo XIll

A possibilidade do CPPD ter sido formado a partir da desidratacdo de
DCPA permite assumir que, na sintese ocorrida na auséncia de surfactante, houve
a formacao do DCPA e nao da HAP, como era esperado. Para se compreender
como isto ocorre, deve-se analisar 0 procedimento utilizado para sintese do
material. No processo de sintese por permeacdo de amdnia, o pH do meio vai
sendo elevado lentamente e, com isto, os equilibrios do acido fosforico vao se
deslocando no sentido de formar as seguintes espécies em funcao do pH (Figura
8 da Secdo 1.4): H,PO; (predominante em pH proximo de 2), HPO,*

(predominante em pH préximo de 7) e PO, (predominante em pH préximo de 12).

Os surfactantes tém a propriedade de se adsorverem em superficies e
interfaces. Assim, quando a sintese de HAP ¢é conduzida na presenca de
surfactante, embora possa haver a formagdo de DCPA, as moléculas de
surfactante se adsorvem nas superficies destes cristais modificando a energia de

interface cristal/solucéo.

Como o processo de precipitacdo somente se inicia a partir de um

determinado grau de supersaturacdo, a modificacdo da energia de interface cristal/
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solugcdo, faz com que o grau de supersaturacdo necessario para iniciar a
precipitacdo na presenca de surfactante seja maior e, portanto, em pH mais
elevado, no qual o fon predominante ndo é mais o HPO,* e sim o PO,%. Assim, na
precipitacdo sem surfactante, quando a supersaturacdo necessaria para que
ocorra a precipitacdo é alcancada ha a presenca de HPO4* que coprecipita com o
fosfato de calcio. Na presenca de surfactante como o pH deve ser maior devido a
necessidade de uma supersaturacdo maior (equilibrio deslocado para formar mais
PO,*) quando ela ocorre ndo ha mais ions HPO4> para coprecipitar. E importante
notar que a presenca de ions fosfato no meio reacional leva a precipitagdo da
HAP, visto que seu produto de solubilidade (kps) é da ordem de 107'"? e, portanto,
consideravelmente menor do que o produto de solubilidade do DCPA que é da
odem de 107 [59].

A morfologia dos materiais foi determinada por microscopia eletrénica de
varredura. A Figura 23 mostra micrografias do material obtido na auséncia de
surfactante, previamente caracterizado como uma mistura de CPPD e HAP. Nota-
se que o material ndo apresenta morfologia definida, ora assemelhando-se a
placas, ora sendo estruturas alongadas, em ambos o0s casos, assumindo

dimensoes micrométricas.

A Figura 24 mostra as micrografias do material formado na presenca de
concentragdes reduzidas de surfactante (8.107 mol.L”" de S-10), caracterizado
como HAP carbonatada. As imagens desta Figura mostram que o material
apresenta-se na forma de placas com dimensdes nanométricas, as quais se
agregam formando grandes aglomerados que se assemelham aos arranjos

descritos na literatura como “flower-like” [49].

E possivel observar que as micrografias com maiores aumentos da Figura
24 apresentaram regides muito claras que sao consequéncia do efeito de
carregamento. Os fosfatos de calcio apresentam baixa condutividade elétrica e,
por isso, antes de serem analisados por microscopia eletrbnica de varredura
devem ser recobertos com um filme de carbono ou ouro (ou ambos), o que

melhora a condutividade do material e, como resultado, as imagens sdo melhores.
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Porém, como a superficie do material em questdo € bastante irregular, o
recobrimento desta com o carbono nao foi uniforme e, com isto, o efeito de

carregamento nao pdde ser completamente evitado.

Figura 23. Micrografias (SEM) dos fosfatos de calcio (CPPD e HAP) obtidos na
auséncia de surfactante.

Os fosfatos de calcio sintetizados na presenca de surfactante em
concentragdes reduzidas apresentaram morfologia bem distinta dos materiais
sintetizados na auséncia de surfactante, este fato € atribuido a propriedade

intrinseca aos surfactantes de se adsorverem em superficies, o que conduziu a
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esta mudanca morfoldgica. E bem possivel que imediatamente apds serem
formados os nucleos de HAP, houve a adsorcdo do surfactante em suas
superficies impedindo o crescimento das placas, o que limitou o tamanho das
mesmas. A aglomeragdo das placas em estruturas flower-like pode ter sido uma
consequéncia dos cristais de HAP terem crescido livremente em torno de um
ponto de nucleagdo ou, mais provavelmente, essas estruturas foram formadas

devido a coalescéncia das placas apds a remogéo do surfactante.

* Mag = 300.00 K X

Figura 24. Micrografias dos fosfatos de calcio obtidos na presenca de
8.10"mol.L"" de Renex-100®. Micrografias obtidas por: SEM (a) e SEM-FEG (b-d).
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4.4. Sintese de HAP nos Sistemas Auto-Organizados

As nanoparticulas de HAP foram obtidas em diferentes sistemas auto-
organizados, ora denominados de cristais liquidos. Os cristais liquidos foram
formados no sistema ternario: surfactante, solucdo aquosa (contendo ions célcio e
fosfato) e ciclohexano. Como os surfactantes utilizados continham diferentes
tamanhos de grupos etoxilados, as mesofases foram denominadas LC-X, onde X
corresponde ao numero de unidades etoxiladas do surfactante, conforme mostra a
Tabela 4, na se¢éo 3.2.3.1 da Parte Experimental.

Antes de se analisar a influéncia dos sistemas auto-organizados nas
propriedades da HAP € conveniente mostrar como estes sistemas foram
caracterizados e qual foi o efeito do tamanho da cadeia etoxilada dos surfactantes

na sua formacao.

4.4.1. Caracterizacao dos Sistemas Auto-Organizados Utilizados
para a Sintese de HAP

A Figura 25 mostra uma fotografia dos sistemas auto-organizados
preparados com os diferentes surfactantes e que foram utilizados posteriormente
para as sinteses de HAP via permeacdo de amoénia. A fotografia permite notar que
os sistemas formados com os surfactantes contendo 20, 23 e 30 grupos etoxilados
sao semelhantes a “pastas” enquanto que os demais assemelham-se a liquidos

ViSC0SO0S.
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Figura 25. Fotografias dos sistemas auto-organizados utilizados para a sintese da
HAP. Os numeros 04, 06, 10, 15, 20, 23 e 30 correspondem as unidades
etoxiladas dos surfactantes utilizados no preparo dos sistemas. Os sistemas LC04
a LC06 assemelham-se a liquidos viscosos, enquanto os sistemas LC20 a LC30
assemelham-se a pastas.

Os sistemas da Figura 25 foram caracterizados por Microscopia Optica com
Luz Polarizada (POM), Ressonancia Magnética Nuclear (NMR) e Espalhamento
de Raios X em Baixos Angulos (SAXS).

A técnica de POM permite distinguir fases isotropicas e anisotrdpicas, pois
estas ultimas sao birrrefringentes, como é o caso dos cristais liquidos lamelares e
hexagonais. A Figura 26 mostra as micrografias obtidas por POM para os

sistemas auto-organizados.

As micrografias da Figura 26 mostram que apenas os sistemas formados
com surfactantes contendo de 04 a 15 grupos etoxilados apresentaram
birrefringéncia. Os sistemas formados com surfactantes contendo 20 ou mais
grupos etoxilados ndo apresentaram birrefringéncia, sendo, portanto, isotropicos
(a micrografia do sistema LC-20 foi omitida, pois é idéntica a do sistema LC-23). A
técnica de POM nao permite distinguir as fases micelares (que nao possuem
qualquer organizacdo, como as microemulsdes, por exemplo) dos cristais liquidos
cubicos, que apesar de serem sistemas auto-organizados, os agregados nao
possuem orientacdo em uma direcdo preferencial e, portanto, também séao

isotropicos.
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Figura 26. Micrografias obtidas por POM dos sistemas auto-organizados utilizados
para a sintese da HAp in situ.
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Todos os sistemas auto-organizados, previamente caracterizados por POM,
foram também caracterizados por NMR para ntcleo de deutério (*H-NMR). Para
serem analisados por esta técnica, os sistemas foram preparados com uma
solucdo aquosa enriquecida com 10% de DO, o que corresponde a uma
concentragao final de éxido de deutério em torno de 5%. Os espectros obtidos séo
mostrados na Figura 27.

Os espectros da Figura 27 mostram que os sistemas formados com
surfactantes contendo até 15 grupos etoxilados apresentaram sinais desdobrados
que sao caracteristicos de meios anisotrépicos, enquanto que os sistemas
formados com surfactantes com 20 ou mais grupos etoxilados, sao isotrdpicos.
Apenas o sistema LC-30 apresentou sinal bastante largo, o que provavelmente é
uma conseqléncia da sua alta viscosidade, que aumenta o tempo de relaxacao do

nucleo de deutério, e conseqientemente, causa o alargamento do sinal [50].

De acordo com a Figura 27, o sistema denominado LC-04 bem como o LC-
15 apresentaram um sinal central desdobrado com largura de desdobramento (Av)
bem pequena, da ordem de 15 Hz. Estes desdobramentos, cujas larguras séao
muito pequenas, ndo indicam a existéncia de um meio anisotrdpico, mas
provavelmente, sdo conseqiéncia da ndo homogeneidade do campo magnético
sentido pelo nucleo de deutério. Devido as amostras serem muito viscosas, elas
aprisionam bolhas de ar durante sua manipulagdo e estas bolhas sdo muito
dificeis de serem removidas, podendo ser a causa dos desdobramentos
observados. A prépria manipulagdo das amostras no momento de coloca-las
dentro dos tubos para as medidas, requer extrema paciéncia e pode levar a
formacao de mais bolhas.
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Figura 27. Espectros de ?H-NMR dos sistemas auto-organizados utilizados para a
sintese de HAP in situ. Os sistemas LC-04 a LC-15 sdo anisotropicos e 0s
sistemas LC-20 a LC-30 s&o isotropicos.
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O sistema LC-04 merece atengdo especial, pois, além do pico central
atribuido a ndo homogeneidade do campo, ja discutido no paragrafo anterior, este
sistema apresenta dois outros desdobramentos, um deles cujo Av é da ordem de
340 Hz e um “ombro” com Av em torno de 700 Hz. Em um primeiro momento,
pode-se admitir que este sistema contenha duas fases anisotropicas, uma
hexagonal (Av = 340Hz) e outra lamelar (Av = 700Hz), visto que o desdobramento
quadrupolar de uma fase lamelar € da ordem de duas vezes o desdobramento da
fase hexagonal. No entanto, na parte experimental (secdo 3.2) foi relatado que
apds o preparo, esta amostra separou fases e, apds a centrifugacado, a fase mais
viscosa e opaca foi denominada de LC-04. Devido a técnica de NMR ser muito
sensivel, pode ser que pequenas quantidades residuais das outras fases, que nao
foram eficientemente removidas no processo de centrifugacédo, tenham gerado o
desdobramento atribuido a fase lamelar.

O sistema LC-06 apresentou apenas um sinal desdobrado, cuja largura é
da ordem de 470 Hz, enquanto que o LC-10 apresentou um sinal desdobrado com
Av de 180 Hz e um ombro com Av igual a 380 Hz. Novamente, estes
desdobramentos sugerem a coexisténcia de duas fases anisotrépicas diferentes.
Da mesma maneira o sistema LC-15 apresentou um sinal central desdobrado com
largura de 15 Hz, atribuido a uma fase isotrépica, e um sinal desdobrado com
largura da ordem de 160 Hz.

Em um trabalho recente, Klaus e colaboradores (2010) [26], verificaram que
duas amostras de cristais liquidos ao serem analisadas por ?H-NMR apresentaram
dois desdobramentos que seriam atribuidos a coexisténcia de duas fases
anisotrdpicas, porém, ao verificarem por SAXS que se tratava de apenas uma fase
anisotropica, os autores se propuseram a investigar melhor este fato em trabalhos
futuros. Estes resultados podem indicar que a técnica de ressonancia seja
realmente sensivel na caracterizagdo de sistemas auto-organizados, permitindo
caracterizar sistemas que estejam muito pouco concentrados. De qualquer modo,
seria interessante investigar o observado para as fases LC06 e LC15 em trabalhos

futuros.

70



Os demais sistemas, formados com surfactantes contendo 20 ou mais
grupos etoxilados apresentaram um Uunico pico central que foi atribuido a

existéncia de fases isotrépicas.

Os sistemas auto-organizados, previamente caracterizados por POM e por
RMN, foram também analisados pela técnica de espalhamento de raios X em
baixos angulos (SAXS), que além de permitir verificar a anisotropia, possibilita
ainda identificar as fases presentes através da posicao relativa dos picos de
difracdo, incluindo as fases cubicas, que por serem isotrépicas, ndo podem ser
caracterizadas pelas técnicas anteriores. A técnica de SAXS permite também
obter parametros importantes como, por exemplo, as distancias de repeticdo das
fases, como sera visto posteriormente. A Figura 28 mostra os difratogramas de

SAXS obtidos para os sistemas auto-organizados.

Os sistemas formados com os surfactantes que possuem menos de 15
grupos etoxilados apresentaram picos estreitos, bem definidos. Os valores
indicados ao lado dos picos de difracdo das fases mostrados na Figura 28 indicam
as razoes qn/ql, que sao caracteristicas para cada cristal liquido (vide Tabela 1 na
Secao 1.2). Assim, os sistemas LC-04 e LC-10 sao cristais liquidos hexagonais

enquanto que o LC-06 refere-se a um cristal liquido lamelar.

Como mencionado anteriormente, o sistema formado com o surfactante
contendo 04 unidades etoxiladas separou fase, por isso, o sistema foi centrifugado
e a fase liquida cristalina foi denominada LC-04. Apds separada, adicionou-se
pequenas quantidades de solucdo aquosa ou de ciclohexano a LC-04,
separadamente, e a fase que recebeu a solugdo aquosa separou-se novamente.
Este resultado permite afirmar que o cristal liquido € hexagonal reverso, ou seja,
as micelas desta fase confinam a solu¢cdo aquosa no seu interior. Este ensaio foi
feito porque, os sistemas normais e reversos apresentam o mesmo padrao de

difracdo de raios X ao serem analisados por SAXS.
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Figura 28. Curvas de SAXS para os sistemas auto-organizados preparados com
surfactantes com diferentes grupos etoxilados e posteriormente utilizados para a
sintese da HAP. Os numeros ao lado dos picos referem-se a razdo q./qi. As setas
na curva observada para o sistema LC-15 indicam a existéncia de uma ou mais

fases que podem ser observadas nas curvas subsequentes (LC-20, LC-23 e LC-
30).
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Diferentemente dos resultados de NMR, a anélise da fase LC-04 por SAXS
apresentou apenas uma distribuicao de picos caracteristica para um cristal liquido
hexagonal, o que reforca o fato de que a técnica de NMR é mais sensivel para

caracterizar os sistemas auto-organizados.

A fase LC-15 apresentou 2 conjuntos de picos, um deles em que 0s picos
sao mais estreitos e suas razées sao caracteristicas de uma fase hexagonal e o
outro conjunto evidenciado por picos mais largos, que por comparagao com as
demais amostras (como discutido a seguir), provavelmente, refere-se a um cristal
liquido cubico. Assim, esta amostra corresponde a um sistema bifasico, cujas
fases nao foram separadas por centrifugacdo e estes resultados estdo em
concordancia com os obtidos por NMR.

Para facilitar a comparacgao referente aos picos alargados comuns as fases
LC-15, LC-20, LC-23 e LC-30, as curvas de SAXS destes sistemas estdo
indicadas na Figura 29, juntamente com linhas verticais tracejadas que indicam as
posicdes de q, cujas razdes gn/q1 sado caracteristicas para as mesofases cubicas.

De acordo com as curvas de SAXS da Figura 29, todas as fases
apresentaram um primeiro pico menos intenso e largo, com valor de gs igual a

0,44 nm™'. As linhas tracejadas em preto indicam as posi¢des esperadas para as
difracdes comuns as fases clbicas, com razées qn/q1 iguais a vZ,v3,v%,+/5, ..., as
quais podem ocorrer nas fases cubicas Pm3n, Pn3m e Im3m, como pode ser visto

na Tabela 1 da secéo 1.2.

Através da Figura 29 é possivel perceber uma seqiéncia de picos para a
fase LC-20, cujas razdes qn/qi1 sdo caracteristicas para a fase cubica bicontinua
Pn3m (as razbes qgn/qs foram assinaladas acima do pico correspondente).
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Figura 29. Curvas de SAXS dos sistemas auto-organizados preparados com
surfactantes contendo 15 ou mais grupos etoxilados. As linhas verticais indicam as
posicoes esperadas para difracbes comuns as fases cubicas. Elas indicam as

posicoes relativas as razées qn/q1 iguais a v2,v3,v% /5,6, V8, ...
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Uma analise mais cuidadosa das curvas de SAXS de todas as amostras
permite notar que ha uma seqiéncia de transicdo de fases que abrange a
formacgao de um cristal liquido hexagonal reverso (LC-04), um lamelar (LC-06), um
hexagonal normal (LC-10), uma mistura de cristais liquidos hexagonal e cubico,
com predominancia da fase hexagonal (LC-15), uma mistura de dois cristais
liquidos cubicos onde uma das fases pertence ao grupo espacial Pn3m (LC-20) e

fases cubicas, provavelmente, micelares (LC-23 e LC-30).

A presenga de picos largos observados nas fases formadas com
surfactantes contendo 15 ou mais unidades etoxiladas, pode ter duas causas. A
primeira consiste no fato de que estas fases podem nao ser puras, e sim,
formadas por misturas de cristais liquidos cubicos cujos picos de difracdo se
sobrepdem dando origem ao alargamento. A segunda leva em consideracao que o
alargamento observado pode ser conseqiiéncia das fases apresentarem dominios
(ou centros espalhadores de raios X) com distancias de repeticdo nao
homogéneas. Em outras palavras, imaginando as mesofases cubicas bicontinuas
que sao formadas por canais de surfactantes, as posicdes destes canais
apresentariam certas distorcoes quando comparadas aquelas esperadas para um
arranjo cubico perfeito, independentemente do grupo espacial a que este cristal
pertenca. Da mesma forma, este raciocinio € valido considerando os cristais
cubicos micelares, onde as micelas ndo ocupariam rigorosamente as posi¢des que

satisfizessem a geometria de um sistema cubico perfeito.

E conveniente ressaltar que os difratogramas da Figura 29 foram
cuidadosamente analisados, inclusive, levando-se em consideracdo a
possibilidade de que o primeiro pico de difragao tivesse intensidade tdo pequena
comparada aos demais que nao fosse possivel observa-lo nas curvas obtidas. A
intensidade reduzida do primeiro pico € uma observacdo comum nas curvas de
SAXS de cristais liquidos cubicos [16, 28, 61]. Sendo assim, o pico que foi
atribuido como g1 nas curvas experimentais, cuja posicao € aproximadamente 0,44

1

nm" ', seria, na verdade, o segundo pico de difragdo. Mesmo assumindo esta

possibilidade, a posicdo relativa dos demais picos observados nas curvas de
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SAXS da Figura 29 nao é coincidente com um arranjo cubico especifico e,
novamente, a largura acentuada destes picos fortalece a hip6tese destas fases

nao estarem puras ou representarem arranjos cubicos distorcidos.

A Tabela 8 mostra as caracterizages das fases por SAXS. O simbolo (*)
indica que a fase foi caracterizada como cubica distorcida ou como uma mistura
de mesofases cubicas.

Tabela 8. Caracterizacdo dos sistemas auto-organizados preparados com
diferentes surfactantes por SAXS.

Sistema Auto- identificacao
organizado

LC-04 hexagonal reversa
LC-06 lamelar
LC-10 hexagonal
LC-15 cubica* + hexagonal
LC-20 cubica* + cubica Pn3m
LC-23 cubica micelar*
LC-30 cubica micelar*

*referente as fases que apresentam picos largos que se sobrepdem dificultando a
visualizagao dos picos nas posigoes esperadas para as fases cubicas.

Os resultados mostrados na Figura 28 também trazem uma curva de SAXS
referente a fase PEG-23 a qual ndo apresenta picos de difracdo. Este resultado
era esperado, pois se trata de uma fase isotropica ndao micelar. Embora a
molécula de polietileno glicol (PEG) nao seja um surfactante, esta fase foi utilizada
na sintese de fosfatos de calcio para comparar se os grupos etoxilados
apresentariam alguma influéncia no controle morfolégico e dimensional das

particulas de fosfatos de célcio obtidas nesta condigéo.
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As técnicas utilizadas para a caracterizacao das fases foram concordantes
e complementares entre si. Enquanto as técnicas de POM e NMR permitiram
discriminar as fases anisotropicas e isotropicas, a técnica de SAXS mostrou-se
adequada para identificar as fases presentes, e principalmente para caracterizar
os cristais liquidos cubicos.

4.4.2. O Efeito do Tamanho do Grupo Etoxilado do Surfactante na
Formacao dos Cristais Liquidos.

Os sistemas auto-organizados, caracterizados no item 4.4.1, foram
preparados com as mesmas composi¢coes em porcentagem de massa dos seus
trés componentes: solucdo aquosa (45,5%), ciclohexano (9,0%) e surfactante
(45,5%), de modo que a Unica variacao destas fases consistiu na quantidade de
unidades etoxiladas por molécula de surfactante.

Em consequéncia do aumento de unidades etoxiladas dos surfactantes,
diferentes sistemas auto-organizados foram obtidos, seguindo-se a ordem de

formagéo: hexagonal reverso, lamelar, hexagonal e fases cubicas.

Esta observacdo pode ser explicada baseando-se no Parametro de
Empacotamento Critico (CPP). Como o CPP é um parametro geométrico que
relaciona as éareas ocupadas pelos grupos hidrofilico (cabeca) e hidrofébico
(cauda) do surfactante, € relativamente facil observar que o aumento da area
ocupada pela parte polar do surfactante, resulta em uma diminuicdo do CPP (vide
Figura 1 da Secdo 1.1), que conduz a diferentes possibilidades de
empacotamentos moleculares, como mostra o esquema da Figura 30 [2].
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Figura 30. Representacdo esquematica do aumento da regido polar do surfactante e o
empacotamento preferencial do surfactante de acordo com sua geometria.

Dong e Hao, em 2010, publicaram uma revisao sobre o comportamento de
fase de surfactantes nao ibnicos do tipo monoalquil éteres, com variacées de
tamanho tanto das cadeias hidrofobicas quanto das hidrofilicas. Em meio aquoso,
mantendo-se a cadeia hidrofébica do surfactante e aumentando-se a cadeia
hidrofilica, os autores verificaram a formacao de novos cristais liquidos, seguindo-
se uma seqlUéncia de transicdo de fases em funcdo da hidrofilicidade do
surfactante. Analisando-se o comportamento de fase, apenas em termos de
formacgéao de cristais liquidos, para o surfactante C1sEOy, por exemplo, observa-se
gue quando x era menor ou igual a 4, formavam-se as mesofases lamelar e cubica
bicontinua reversa, para valores de x entre 6 e 12, além da fase lamelar,
formavam-se também as fases hexagonal e cubica bicontinua (normal) e para
valores de x maiores ou iguais a 12, formam-se todas as fases lamelar, hexagonal,

cubica bicontinua e cubica micelar [21].

Embora os surfactantes e as condicbes sejam diferentes, é possivel
comparar os dados de Dong e Hao (2010) [21] com os obtidos neste trabalho, pois
a sequUéncia de fases descrita em funcdo do aumento da cadeia etoxilada dos
surfactantes CisEOy, em meio aquoso, é completamente concordante com a
sequéncia das fases observadas neste trabalho para os surfactantes nonilfenil

etoxilados em sistema ternario (surfactante, “a4gua” e “6leo”). E bem possivel que,
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uma das fases dos sistemas LC-15 e LC-20 seja um cristal liquido cubico
bicontinuo, enquanto que as fases LC-23 e LC-30 sejam cristais liquidos cubicos

micelares.

4.4.3. Caracterizacao dos Materiais Sintetizados nos Sistemas
Auto-Organizados

Os fosfatos de caélcio foram sintetizados por precipitacdo in situ nos
sistemas caracterizados na secao 4.4.1. A precipitacdo ocorreu via elevacao do
pH dos sistemas por permeacao de aménia e 0s componentes organicos foram
removidos por queima a 500°C. Os materiais obtidos em cada sistema auto-
organizado assim como 0s sintetizados por precipitacdo em polietileno glicol (fase
PEG-23) foram caracterizados por FTIR e DRX, como mostram as Figuras 31 e

32, respectivamente.

As bandas observadas nos espectros de FTIR da Figura 31 foram
atribuidas as deformacgdes, estiramentos e vibragdes das ligacdes quimicas
correspondentes a HAP, conforme pode ser visto na Tabela 5. Todas as amostras
apresentaram bandas adicionais referentes a presenca de ions carbonato,
atribuidas na Tabela 6. Para facilitar a visualizacdo dos espectros, as bandas
atribuidas aos grupos fosfatos, hidroxilas e carbonatos foram indicadas na Figura
31 com as linhas tracejadas, pontilhadas e inteiras, respectivamente.

Observa-se ainda na Figura 31, que os espectros de FTIR dos materiais
obtidos nos diferentes sistemas auto-organizados apresentaram-se muito
similares. Todas as amostras apresentaram bandas caracteristicas a HAP e
bandas adicionais em 875, 1419 e 1465 cm™, que indicam que os materiais sdo

carbonatados.
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Figura 31. Espectros de FTIR dos fosfatos de calcio sintéticos e da hidroxiapatita
comercial. A seta indica a banda de absorgao atribuida a presenca de calcita.
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Figura 32. Difratogramas de raios X para os materiais sintetizados nos diferentes
sistemas auto-organizados e para a HAP comercial.
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A Figura 31 permite observar ainda que o material sintetizado na fase PEG-
23 apresentou um perfil diferenciado dos demais. O espectro do material possui

uma banda adicional em 714 ¢cm

, indicada com uma seta na Figura 31, a qual é
caracteristica de vibracdo C-O de carbonatos de célcio, tais como aragonita e
calcita [46]. Observa-se também que as intensidades relativas das bandas
atribuidas as ligagées C-O (em 1419 e 1465 cm™) sdo maiores do que aquelas
referentes as ligagdes P-O. Estes dados indicam que o material obtido na fase
PEG-23 ndo é a HAP carbonatada, mas sim uma mistura de HAP e carbonato de

calcio.

Observando-se os difratogramas de raios X, Figura 32, nota-se que todos
0s materiais apresentaram picos caracteristicos de hidroxiapatita (JCPDS card 9-
04321), como indicado pelas linhas tracejadas. O alargamento e sobreposicao dos
picos referente aos planos 211 e 212, bem como o deslocamento do pico referente
ao plano 002 para valores de 26 menores, sdo evidéncias de que as amostras sao
carbonatadas [47].

Em concordancia com a anélise de FTIR, o difratograma de raio X do
material sintetizado na fase PEG-23 apresentou-se diferente dos demais, pois os
picos caracteristicos de hidroxiapatita mostraram-se pouco intensos, enquanto que
h& um pico bastante intenso em 20 = 29,4° caracteristico de carbonato de célcio,
mais precisamente, calcita [46].

Os resultados de FTIR e XRD sao concordantes e complementares, eles
permitiram identificar todos os materiais obtidos nos sistemas auto-organizados
como hidroxiapatitas carbonatadas, sendo que, apenas o material sintetizado na
fase PEG-23 refere-se a uma mistura de hidroxiapatita e calcita.

E interessante notar que todas as fases liquido-cristalinas levaram &
formacdo de HAP carbonatada, enquanto que o material precipitado na presenca
de PEG correspondeu a uma mistura de carbonato e fosfato de célcio. Assim, de
algum modo, a natureza da fase influenciou na composicdo dos materiais

formados. Além da auto-organizacédo, ha outras particularidades relevantes que
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sao caracteristicas de uma maneira geral para todas as fases liquido-cristalinas
em comparacao com a fase PEG-23, como por exemplo, a viscosidade destas

fases que é bem superior a viscosidade da fase PEG-23.

A elevada viscosidade das fases liquido-cristalinas pode ter dificultado a
difusdo dos ions in situ necessarios para formar os sélidos, como também pode ter
reduzido a velocidade de permeacao do gas amonia, influenciando na cinética de
formagdo dos materiais. Porém, no estudo realizado na segéo 4.2, a HAP foi
formada por precipitagdo ‘“instantdnea” no método de mistura das fases,
mostrando que a cinética pode ndo ser um fator determinante no caso das
sinteses realizadas em ambientes auto-organizados. De alguma forma, as
particulas formadas nos meios auto-organizados s&o controladas em termos de
composicao, o que ndo se verifica nos sistemas usados como comparagao (exceto
na sintese realizada na presenca de surfactante em concentracdo reduzida, que
também levou a formacao de HAP carbonatada).

Os resultados obtidos aqui confirmam o fato de que a presenca de
surfactante no meio reacional leva a precipitacdo preferencial da HAP, pois a
sintese ocorrida na fase PEG-23 (que € um sistema comparativo sem surfactante)
levou a formacao majoritaria de carbonato de calcio (calcita). Como ja mencionado
na segao 4.3, a precipitagdo na presenca de surfactante deve ocorrer em pHs
maiores, nos quais os equilibrios referentes ao acido fosférico se deslocam no
sentido de favorecer a formacao de ions fosfato e, conseqientemente, ocorre a

precipitacdo da HAP cuja solubilidade é bem reduzida (Kps ~ 107''2).

E conveniente perceber que no meio reacional h4 a existéncia concomitante
de varios fons, como as espécies de fosfatos (H.PO4, HPOsZ e PO,*) e ion
carbonato (CO3%) proveniente da incorporacdo do gas carbdnico atmosférico nas
solugbes utilizadas para sintese. Assim, o séOlido que ir4 precipitar
preferencialmente ird depender das condicbes do meio no momento em que a
precipitacdo ocorre: tais como pH, saturacdo da espécie ibnica em questao,
fatores cinéticos, entre outros [60]. Em termos de solubilidade, por exemplo, a

calcita também é pouco soltvel em meio aquoso (com Kps da ordem de 10°), no
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entanto, sua solubilidade € consideravelmente maior quando comparada a da
HAP. Assim, a precipitacdo preferencial da calcita em relacdo a qualquer fosfato
de calcio deve ser explicada por fatores cinéticos, ou pelo pH no momento da
precipitacdo, ou pela saturacdo dos ions carbonato, enfim, ha varias
possibilidades para explicar esta observagdo. Como o foco desta Tese consiste
em compreender como 0s sistemas auto-organizados controlam as propriedades
das nanoparticulas de HAP sintetizadas in situ seria conveniente explorar um
pouco mais dos mecanismos de formagao dos materiais formados na auséncia de
surfactantes em oportunidades futuras. No entanto, a constatacdo de que a
composicdo dos materiais formados nos sistemas comparativos difere da
composicdo esperada, e que € obtida nos sistemas auto-organizados, é uma

informagao importante que néo deve ser ignorada.

4.4.4. Influéncia dos Sistemas Auto-Organizados na Morfologia
das Nanoparticulas de HAP.

Para avaliar o efeito dos sistemas auto-organizados no controle morfol6gico
e dimensional da HAP, foram obtidas micrografias dos materiais sintéticos nos
diferentes sistemas auto-organizados e na presenca de PEG utilizando-se o
microscopio eletrdnico de varredura convencional (SEM) e também por emissao

de campo (SEM-FEG). As micrografias encontram-se nas Figuras 33 até 40.
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Figura 33. Micrografias das nanoparticulas de HAP carbonatada sintetizadas
na fase LC-04 (caracterizada como um cristal liquido hexagonal reverso) e
histograma mostrando a distribuicao de diametros das nanohastes.
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Figura 34. Micrografias das nanoparticulas de HAP carbonatada, sintetizadas
na fase LC-06 (caracterizada como um cristal liquido lamelar) e histograma
mostrando distribuicdo de didmetros das nanohastes.
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Figura 35. Micrografias das nanoparticulas de HAP carbonatada, sintetizada na
fase LC-10 (caracterizada como cristal liquido hexagonal) e histograma
mostrando distribuicdo de diametros das hastes.
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Figura 36. Micrografias das nanoparticulas de HAP carbonatada, sintetizadas no
sistema LC-15, caracterizado como uma mistura de um cristal liquido hexagonal e
um cubico irregular.
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Figura 37. Micrografias das nanoparticulas de HAP carbonatada, sintetizadas no
sistema LC-20, caracterizado como uma mistura de fases cubicas (Pn3m e
irregular).
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Figura 38. Micrografias de nanoparticulas de HAP carbonatada sintetizada na
fase LC-23, caracterizada como cristal liquido cubico irregular.
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Figura 39. Micrografias de nanoparticulas de HAP carbonatada sintetizadas na
fase LC-30, caracterizada como cristal liquido cubico irregular.
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Figura 40. Micrografias do material sintetizado na presenca de PEG (fase PEG-
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23). O material foi caracterizado como uma mistura de HAP e calcita.
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Observando-se cuidadosamente as Figuras 33 até 39, nota-se algumas
semelhancas comuns a todos os materiais que foram obtidos nos diferentes
sistemas auto-organizados, indenpendentemente do sistema de sintese. As
particulas de HAP obtidas apresentaram dimensdes nanométricas e morfologia
alongada que lembram hastes e, por esta razdo, serdao denominadas de
nanohastes de HAP.

Em alguns casos, as nanohastes de HAP possuem diametros uniformes ao
longo da sua extensdo e, em outros, os didmetros sdo irregulares. Para as
sinteses nas quais houve uniformidade dos didmetros das particulas, estes
didametros foram medidos e tratados estatisticamente. As Figuras 33, 34 e 35
mostram as micrografias das nanohastes de HAP que apresentaram diametros
uniformes. A partir das micrografias e usando-se o software Image Tool 3.0, os
didametros foram medidos e estatisticamente transformados em histogramas, que

estdo mostrados no canto esquerdo inferior de cada uma das Figuras (33 a 35).

A Tabela 9 mostra os valores médios dos didmetros das nanohastes para
cada sintese.

Tabela 9. Valores médios dos diametros das nanohastes de fosfatos de calcio
sintetizados nos diferentes sistemas auto-organizados.

Fase Tipo de Sistema Numero de Diametro médio das
auto-organizado medidas hastes (nm)

LC-04 Hexagonal reverso 295 30+5

LC-06 Lamelar 300 306

LC-10 Hexagonal 228 3517
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De maneira geral, a Tabela 9 mostra que os diametros médios das
nanohastes de HAP sintetizadas nos sistemas auto-organizados caracterizados
como hexagonal reverso, lamelar e hexagonal, foram relativamente préximos.
Apenas as nanoparticulas formadas na fase LC-10 apresentaram diametros
ligeiramente maiores quando comparadas com as demais, entretanto, aplicando-
se o teste “t de Student” estes didmetros ndo sédo estatisticamente diferentes a um

nivel de 95% de confianca.

Observando-se cuidadosamente, as Figuras 36 até 39, nota-se que os
materiais obtidos nas fases preparadas com surfactantes contendo 15 ou mais
grupos etoxilados apresentaram morfologia alongada, porém, o didmetro destas
nanohastes ndao sao uniformes ao longo de toda a sua extensdo. De maneira
geral, observa-se que as extremidades das hastes sdo mais estreitas quando
comparadas as regides centrais e, por este motivo, daqui em diante, a morfologia
destes materiais sera designada como sendo nanohastes irregulares. Devido a
esta irregularidade, os didametros destas nanohastes nao foram determinados.

E interessante notar que, embora os cristais liquidos que geraram as
nanohastes regulares sejam diferentes, eles tém em comum o fato de serem
anisotrépicos, enquanto que as fases que originaram as nanohastes irregulares
sdo isotrdpicas. Este fato indica que a anisotropia exerce influencia sobre a
regularidade observada para o diametro das hastes.

Outro fato interessante a ser observado nas Figuras 36 até 39 é como as
nanohastes irregulares se entrelacam, formando estruturas globulares. O modo
como as nanohastes se agregam para formar estas estruturas pode ser
consequéncia do arranjo cubico destas fases, pois este tipo de arranjo em que as
hastes parecem estar empilhadas foram observados para todos os sistemas auto-
organizados isotrépicos. Tomando-se 0s materiais sintetizados na fase LC-10 que
€ um cristal liquido hexagonal (Figura 35) como comparacao, verifica-se que as
nanohastes se aglomeram numa estrutura tipo-ourico, de maneira nitidamente
diferente quando comparadas com as estruturas resultantes das fases cubicas.

Estas observacdes foram levadas em consideracdo na Secdo 4.5, onde alguns
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modelos foram propostos para explicar como o0s sistemas auto-organizados
controlam a precipitacdo das nanoparticulas de HAP in si. Porém, a compreensao

destas observacdes ainda consiste em um desafio.

As observagbes realizadas até o momento permitem sugerir que ha um
forte comprometimento entre a anisotropia das fases e o controle de forma e de
tamanho dos materiais, de modo que a anisotropia da fase parece ser um fator
mais determinante do que a prépria estruturacdo da fase em si (lamelar,
hexagonal ou cubica), visto que todos os materiais apresentaram morfologia
alongada de hastes, mas somente aqueles obtidos nas fases anisotrépicas

apresentaram diametros uniformes.

Os materiais sintetizados na fase PEG-23, apresentaram morfologias bem
distintas quando comparados com aqueles obtidos nos sistemas auto-
organizados, como pode ser visto na Figura 40. As micrografias mostradas nesta
Figura mostram que o material obtido na fase PEG-23 n&o apresentou morfologia
alongada de haste, como observado para os materiais sintetizados nos sistemas
auto-organizados, mas sim, duas formas morfologicas distintas: enquanto uma
parte do material se apresenta na forma de placas, outra parte forma aglomerados
com formas arredondadas. Estes aglomerados sdo formados pela unido de
particulas menores que também se assemelham muito mais com glébulos do que
com hastes. Em consequiiéncia do material ter sido caracterizado como uma
mistura de hidroxiapatita e calcita € bem provavel que estas diferentes morfologias
sejam consequéncia das diferentes composicdes. De qualquer modo, as particulas
formadas na presenga de PEG ndo apresentaram similaridade em termos

morfolégicos com aquelas sintetizadas nos sistemas auto-organizados.

Embora o PEG ndo seja um surfactante, a morfologia do material
sintetizado em sua presenca difere significativamente da morfologia do material
sintetizado na auséncia de surfactante (Figura 23), indicando que a presenca de

PEG modifica a morfologia do material.
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Os resultados mostrados até aqui permitem concluir que, de fato, os
sistemas auto-organizados levaram a formacdao de nanohastes de HAP com
composicdes controladas (HAP carbonatada), morfologias alongadas (hastes) e
dimensdes uniformes (nanométricas), exercendo um controle sobre o processo de
precipitagdo in situ. A obtencdo de materiais com composigbes diferentes e sem
controle morfolégico ou dimensional, como observado para os materiais
precipitados nos sistemas comparativos, realmente fortalece a evidéncia de que
os cristais liquidos sao capazes de controlar as propriedades das nanoparticulas
de HAP precipitadas in situ, atuando como espécies de moldes.

Assim, os resultados obtidos permitem que possam ser propostos modelos
que expliquem o mecanismo de controle exercido pelos sistemas auto-
organizados sobre as propriedades das nanohastes de HAP precipitadas in situ

nestes sistemas.

4.5. Estudo da formacao das Nanoparticulas de HAP nos
Sistemas Auto-Organizados

Para compreender como os cristais liquidos controlam as propriedades das
particulas de fosfatos de calcio precipitadas in situ, foram realizados experimentos
de SAXS de sistemas auto-organizados independentemente, os quais foram

separados em trés grupos descritos a seguir:

grupo |) Sistemas auto-organizados sem particulas (idénticos aos mostrados

previamente na Se¢éo 4.4.1);

grupo |l) Sistemas auto-organizados contendo particulas de HAP precipitadas
in situ. Neste caso, foram obtidas curvas de SAXS dos sistemas do grupo |

apds a permeacao de amoénia;
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grupo lll) Sistemas auto-organizados formados com solugdo de nitrato de
amonio 1,0 mol.L™ como solugdo aquosa com forca idnica equivalente &

solucao resultante apds a precipitacao in situ das particulas de HAP.

Os sistemas representados pelos grupos | e Il foram analisados para obter
caracteristicas das particulas de HAP precipitadas in situ através do espalhamento

de raios X para valores pequenos de q (q = 0), regiao de Guinier.

Os sistemas correspondentes ao grupo |ll simulam a composicao e a forca
ibnica dos sistemas auto-organizados apds a precipitacao das particulas de HAP
pois quando os ions calcio e fosfato precipitam, a fase aquosa resultante é
composta basicamente por ions nitrato e aménio e sua forca ibnica é reduzida em

relacédo a fase original prévia a precipitacao.

A Figura 41 mostra as curvas de SAXS obtidas para cada sistema (com ou
sem particulas e contendo nitrato de aménio como solucdo aquosa) preparado

com os diferentes surfactantes.

Neste experimento, esperava-se que as curvas de SAXS das fases
preparadas com nitrato de aménio (grupo Ill) fossem semelhantes as curvas das
fases contendo particulas precipitadas (grupo Il), devido a similaridade na
composicdo e na forga ibnica das fases pertencentes a estes dois grupos.
Entretanto, as curvas obtidas para o grupo lll se assemelharam muito mais
aquelas obtidas para o grupo | (fases sem particulas precipitadas), com excecéao
do sistema LC-23, cujo comportamento da curva da fase preparada com nitrato de
amoénio realmente foi mais semelhante a curva obtida para a fase contendo
particulas. Outra observacgao interessante é que as curvas das fases preparadas
com nitrato de aménio apresentam picos mais definidos para os sistemas LC-20,
LC-23 e LC-30 quando comparadas com as curvas dos grupos | e |l obtidas para
estes mesmos sistemas. Estes dados podem indicar que os sistemas preparados
com surfactantes contendo 20 ou mais grupos etoxilados sdo mais sensiveis a
variagdo da forga ibnica do que os demais sistemas, preparados com o0s

surfactantes que contém até 15 unidades EO.
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Figura 41. Curvas de SAXS dos sistemas auto-organizados preparados com surfactantes
com diferentes grupos etoxilados contendo ou nao particulas de HAP (curvas em
vermelho e preto, respectivamente) e fases preparadas com nitrato de aménio como
solugdo aquosa (curva em azul).
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Embora o foco deste experimento tenha sido analisar a influéncia do
sistema auto-organizado na formacao das particulas, € impossivel ndo notar o
efeito inverso, ou seja, o efeito causado pela formacao das particulas nas fases, o
qual sera brevemente discutido.

Observando-se as curvas obtidas para as fases contendo particulas
precipitadas in situ (grupo Il), que estao representadas em vermelho na Figura 41,
nota-se que todas elas apresentaram picos mais definidos, ou seja, mais estreitos,
quando comparadas as curvas dos grupos | e lll, principalmente para os sistemas
formados com surfactantes contendo mais de 15 grupos etoxilados. Além disso,
na maior parte dos casos, a formacado das particulas in situ conduziu a uma
transicao de fases. Uma terceira observacao interessante é o fato de que todas as
fases contendo particulas apresentaram curvas de SAXS com o0s picos
deslocados para valores maiores de g, o que indica menores distancias de
repeticao.

A Tabela 10 mostra as caracterizacoes dos diferentes sistemas auto-
organizados permitindo notar que apenas as fases LC-06 e LC-10, nao sofreram
transicdo com a formacado das particulas. Nestas fases houve apenas um

deslocamento dos picos de difracao apés a precipitacao das particulas.

O deslocamento dos picos de difracdo para maiores valores de q,
observado para as curvas contendo particulas, esta relacionado com as distancias
interplanares ou distancias de repeticdo das fases, segundo a equagao: g= 2r/d.
A Tabela 11 mostra as distancias de repeticao calculadas para os primeiros picos

mais intensos das fases pertencentes aos trés grupos analisados.
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Tabela 10. Caracterizacdo dos sistemas auto-organizados sem particulas, com
particulas de HAP in situ e preparados com solugao aquosa de nitrato de amonio.

Fase Fase sem particulas Fase com particulas Fase preparada com Nitrato

(grupol) (grupo 1) de amonio (grupo lll)

LC-04 hexagonal reversa 2 fases lamelares hexagonal

LC-06 lamelar lamelar lamelar

LC-10 hexagonal hexagonal lamelar

LC-15 Hexagonal+cubica* hexagonal hexagonal+cubica*

LC-20 clbica* cubica Pn3m hexagonal + cubica*

LC-23 clbica* clbica Pn3m Cubica Pn3m

LC-30 cubica* Cubica* Cubica Pn3m + Cubica*

* fases que apresentam picos largos que se sobrepdem nas posicoes esperadas para
as fases cubicas, que podem indicar arranjos distorcidos ou mistura de fases.

Tabela 11. Distancias de repeticao das fases prévia e posteriormente a formacao
das particulas.

Distancias de repeticao (nm)

Fase Fase sem particulas Fase com particulas Fase preparada com

(grupo 1) (grupo 1) Nitrato de amdnio
(grupo Ill)
LC-04 6,5 5,9 6,4
LC-06 6,6 5,8 6,8
LC-10 6,6 5,4 6.8
LC-15 6,8 5,4 6,5
LC-20 7,5 5,6 6,5
LC-23 7,3 5,6 6,5
LC-30 7,5 6,2 7,2
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De maneira geral, apés a formacao dos sélidos as distancias de repeticao
das fases diminuem, certamente mostrando que ha uma influéncia da formacao
das particulas sob a fase. As distancias de repeticdo calculadas para as fases
preparadas com nitrato de amonio sao mais préximas dos valores calculados para
as fases que nao contem particulas in situ, 0 que sugere que a forca ibnica nao
seja o fator determinante para explicar a diminuicdo dos espagamentos

interplanares nestes casos.

O efeito da formacao das particulas sobre as fases, seja no que se refere
as transigcdes ou as distancias interplanares, geralmente sdo ignorados nos
trabalhos. Estes resultados mostram que seria interessante avaliar, em trabalhos
futuros, as causas que levam a mudanga nas distancias interplanares das fases

com a formacgao das particulas in situ.

Embora os experimentos de SAXS permitissem fazer algumas observacoes
sobre a influéncia das particulas nas fases, o objetivo deste experimento foi
justamente o oposto, ou seja, de compreender como o0s sistemas auto-
organizados controlam as propriedades das particulas precipitadas in situ,
sobretudo no que se refere ao tamanho e a morfologia destas particulas.

Antes de continuar analisando as curvas de SAXS, é conveniente observar
novamente algumas microscopias obtidas por SEM-FEG das nanoparticulas de
HAP precipitadas no sistema LC-04. Neste caso, em particular, os componentes
organicos deste sistema foram removidos pelo método de lavagem com etanol e
acetona, e niao pelo método de queima a 500 °C, como foi utilizado para as
demais amostras. Assim, em concordancia com o0s resultados mostrados na
Secao 4.2, é possivel afirmar que a formacao das hastes ndo é consequéncia do
aquecimento a 500 °C. Por outro lado, ao se realizar as anélises de microscopia
(SEM-FEG) notou-se que as amostras que foram lavadas apresentaram maior
facilidade de desaglomeracdo e, com isto, foi possivel obter imagens das
nanohastes precipitadas no sistema LC-04 com maior aumento e melhor
resolucdo e isto possibilitou obter informag¢des mais detalhadas com relagdo ao
tamanho e a morfologia das nanoparticulas de HAP, como mostra a Figura 42.

101



i { Q‘YND Z‘mm EHT= 300;5/ Mrag = 585700 e I—|mDnm
a
-J

100 nm %
WD=24mm EHT= 300kvV Mag= W’(X F— ——— WD = 21mm EHT = 10.00 kV Mat‘?DO.DO KX

’

WD= 21mm EHT=1000kV Mag-= 16GQ.OO KX

Figura 42. Micrografias das nanohastes de HAP sintetizadas na fase LC-04.
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Através da Figura 42, € possivel notar que as nanohastes de HAP séao
formadas pela aglomeracdo de nanoparticulas de HAP ainda menores com
morfologias globulares, as quais se alinharam e formaram as hastes, com 30 + 5
nm de diametro, conforme indicado na Tabela 9. Apesar das micrografias
permitirem observar que as nanohastes sejam formadas por particulas ainda
menores de HAP, é dificil por meio destas imagens poder determinar
precisamente as dimensdes destas nanoparticulas menores. Assim, as curvas de

espalhamento por SAXS serdo analisadas com esta finalidade.

As curvas de SAXS trazem duas informacdées independentes
simultaneamente, as quais se referem a duas contribuicdes descritas como fator
forma e fator estrutura. Enquanto o fator estrutura esta relacionado a regiao de
espalhamento relativa a auto-organizacdo do meio (regido onde ocorre a difragao
e que ja foi analisada na ocasido da caracterizacdo dos sistemas auto-
organizados), o fator forma refere-se ao espalhamento das particulas em si e este
espalhamento ocorre em valores de g muito pequenos, tendendo a zero. A regiao
da curva onde se observa o espalhamento das particulas é denominada de
Regido de Guinier e a andlise do espalhamento nesta regido permite obter
parametros da particula, tal como o raio de giro (Rg) ou raio de Guinier, que é uma
grandeza proporcional ao tamanho da particula.

A Tabela 12 mostra os valores dos raios de giro das nanoparticulas de
HAP, os quais foram obtidos diretamente das curvas de espalhamento usando-se
o software SASfit 0.93.2. A Tabela 12 mostra também os raios das particulas de
HAP contidas in situ nos sistemas auto-organizado que foram calculados a partir
dos valores de Rg, considerando que estas particulas sejam esféricas, pois,
acredita-se que as nanohastes de HAP tenham sido formadas a partir da
aglomeracao orientada de nanoparticulas ainda menores e esféricas de HAP,
conforme discutido a seguir.
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Tabela 12. Raios de giro (Rg) e raios das particulas contidas in situ nos cristais
liqguidos formados com os diferentes surfactantes.

Fase Rg (nm) Numero de Rg’q> Raio da
pontos usados Arx? particula (nm)
no ajuste
LC-04 16,9 £ 0,3 9 0,11 21,8+ 04
LC-06 17,8 +£0,5 9 0,12 23,0+ 0,6
LC-10 20,6 +0,3 8 0,15 27,0+ 0,5
LC-15 28,4 +0,7 4 0,18 36,6+ 0,9
LC-20 244 +0,9 5 0,15 32+ 1
LC-23 225+0,5 7 0,16 29,0+ 0,7
LC-30 26,1 +0,8 6 0,19 34+ 1
PEG-23 222+0,3 8 0,17 28,6+ 0,4

A confiabilidade dos resultados de Rg foi avaliada usando-se a Equacgao
A1-3 (ver Apéndice 1) e todos os valores obtidos encontram-se no intervalo
delimitado por esta mesma equacdo. No entanto, a Regido de Guinier, em um
grafico de | versus q, se caracteriza por um patamar de espalhamento observado
para valores de q tendendo a zero, porém, este patamar nao foi observado na
maioria das curvas. Apenas para os sistemas LC-04, LC-06 e LC-10 é possivel
observar uma regiao inicial (para valores de g muito pequenos) onde a inclinagao
da curva é ligeiramente menor, sugerindo a existéncia de um patamar. Para as
demais fases, formadas com surfactantes contendo 15 ou mais grupos etoxilados,
pode haver um patamar em regides cujos valores de q sdo ainda menores, para
as quais nao ha medidas de espalhamento. Estes resultados indicam que os raios
de giro das particulas formadas nestas fases podem ser ainda maiores do que 0s
indicados na Tabela 12.

Os raios de giro calculados para as particulas no sistema LC-04 sédo da
ordem de 17 nm e, portanto, bem maiores do que as distancias de repeticao do
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sistema auto-organizado (5,9 nm) - Tabelas 11 e 12. Em conjunto com os
resultados de microscopia, estes resultados sugerem que as nanohastes de HAP
tenham sido formadas pela aglomeragdo orientada das nanoparticulas de HAP
ainda menores, as quais foram previamente precipitadas nos cristais liquidos.
Neste caso, a anisotropia da fase teria um carater importante na orientagdo das
particulas, definindo a morfologia dos materiais.

O software SASfit 0.93.2 possibilita ajustar curvas tedéricas aos dados de
espalhamento de raios X obtidos experimentalmente, levando em consideragao
simultaneamente o espalhamento das particulas e dos sistemas auto-organizados.
O programa apresenta varios parametros, relacionados as particulas e aos
sistemas auto-organizados, que devem ser ajustados concomitantemente para
que a curva tedrica se sobreponha a experimental, fornecendo as informacdes
desejadas sobre os sistemas. A vantagem de utilizar o SASfit para analisar os
resultados de espalhamento obtidos nesta Tese consiste em poder determinar o
tamanho e a morfologia das particulas de HAP precipitadas in situ, com o
diferencial que, para isso, ndo haveria a necessidade de remover o sistema auto-
organizado, como foi feito para obter as imagens de microscopia das
nanoparticulas. No entanto, varias tentativas de ajustes foram feitas sem sucesso
para os sistemas estudados nesta Tese. A Figura 43 mostra as tentativas de
ajuste feitas para o sistema LC-04. Este sistema foi escolhido, pois é o que possui
uma maior quantidade de informacdes prévias, devido as microscopias de SEM-
FEG que apresentaram maiores aumento e resolucéo.
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Figura 43. Curvas de SAXS referentes ao sistema LC-04 contendo particulas de
HAP. As curvas pontilhadas pretas mostram os dados experimentais e as curvas
vermelhas referem-se aos ajustes. Os ajustes consideram apenas o formato
esférico (a) e cilindrico (c) para as particulas e os mesmos ajustes com
sobreposicao da estrutura lamelar (b e d).

As tentativas de ajuste da Figura 43 levam em consideracdo apenas a
forma das particulas (curvas a e c) e, em seguida, ha a sobreposicao da estrutura
auto-organizada (curvas b e d). Assim, a curva ajustada na Figura 43 (a)
considera que o formato das particulas seja esférico com raio de 7,5 nm, enquanto
que o ajuste da curva da Figura 43 (c) assume que a morfologia das particulas
seja cilindrica (com raio de 7,5 nm e comprimento de 133 nm). Estas tentativas de
ajuste no SASfit foram baseadas nas imagens das particulas de HAP mostradas
na Figura 42, onde é possivel notar que as particulas menores que formam as
hastes apresentam morfologia globular, onde cada unidade teria um raio
aproximado com valor menor ou igual a 10 nm. Entdo, as tentativas de ajuste das

curvas foram feitas alterando-se os valores de raio e fitando curvas tedricas até
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que a melhor sobreposicido fosse verificada. E interessante notar que ambas as
curvas (a) e (c) parecem ter ajustes semelhantes apesar das morfologias
consideradas serem diferentes (esférica e cilindrica, respectivamente). Estes
resultados de ajuste ndo permitem afirmar se nos sistemas apés a precipitacao, as

particulas se encontravam alinhadas.

Ambas as curvas apresentam um melhor ajuste nos pontos iniciais, mas
para valores de g maiores, onde a contribuicdo do fator estrutura do cristal liquido
passa a prevalecer, o ajuste torna-se pior. Ao se acrescentar o fator estrutura nas
curvas (Figuras 43 (b) e (d)), os ajustes continuam insatisfatérios. Embora varias
tentativas tenham sido feitas para se obter um melhor ajuste entre as curvas
tedricas e experimentais, inclusive considerando outras morfologias para as
particulas e tentando ajustar os fatores forma e estrutura concomitantemente
(resultados ndo mostrados) nao foi possivel obter um ajuste adequado. Como
estes ajustes sdo importantes para o entendimento do processo de formacao e
organizacao das particulas, eles poderao ser continuados em trabalhos futuros.
Os ajustes feitos mostraram que a coexisténcia das duas contribuicées (forma e

estrutura) parecem nao ser completamente independentes.

Dentre todas as fases estudadas, a LC-04 € a Unica que corresponde a um
cristal liquido hexagonal reverso, onde necessariamente haveria um confinamento
da solugdo aquosa e com isto, uma limitacdo dos ions necessarios para a
formacao dos soélidos, os quais posteriormente se agregam formando as
nanohastes. A Figura 44 mostra um modelo que foi proposto para explicar a
formacao das nanohastes na fase LC-04.
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Figura 44. Modelo proposto para a formagao das nanohastes na fase LC-04.

No modelo proposto, sugere-se que as nanoparticulas de HAP se formem
no interior dos agregados (regiao que é hidrofilica). Apds a precipitacao, ocorre a
transicdo do cristal liquido de hexagonal reverso para lamelar, conforme indicam
as curvas de SAXS (Figura 41). Em funcéao da falta de ajuste das curvas do SASfit
com as curvas de SAXS do sistema com particulas, pode-se propor duas
possibilidades: ou as particulas estdo agregadas na forma de hastes in situ nos
cristais liquidos ou a agregacdo ocorre com a remocdo dos componentes

organicos, onde as nanoparticulas menores se orientam e formam as hastes.

Modelos analogos poderiam ser construidos para explicar a morfologia e a
limitacdo dimensional das nanoparticulas que foram sintetizadas nos outros
sistemas auto-organizados. Embora a fase LC-04 corresponda ao unico sistema
reverso, onde necessariamente uma porcao de solucao aquosa estaria confinada
no interior das micelas, e deste modo, cada micela atuaria como um reservatoério

limitado de ions, que limitaria o tamanho das particulas, os outros sistemas auto-
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organizados, principalmente os anisotropicos, também sao capazes de segregar
dominios hidrofilicos e hidrofébicos.

Outro fator que deve ser explorado a fim de justificar o controle dimensional
das particulas é a limitacdo da difusdo dos ions nos sistemas auto-organizados,
pois a viscosidade inerente a estes sistemas é um fator que dificultaria a difuséo
ibnica limitando o tamanho das particulas. Considerando que mesmo as hastes
irregulares de HAP (que foram precipitadas em meios isotrépicos - Figuras 36-39)
apresentaram tamanhos razoavelmente uniformes, é possivel que o controle
dimensional das particulas seja realmente uma consequéncia da limitagdo da

difusdo idnica.

Para verificar esta hipétese foi feito um experimento de NMR para avaliar o
grau de liberdade das moléculas de agua in situ nos sistemas auto-organizados
através de medidas de T, (tempo de relaxagdo spin-spin ou transversal). Esta
medida €& importante, pois o0 grau de liberdade da &agua esta diretamente
relacionado com a difusdo i6nica no dominio hidrofilico e, portanto, ao fator que
pode ser a causa da limitacdo do tamanho das particulas.

A relaxacao spin-spin ou relaxacao transversal (T2) é resultante da perda de
coeréncia de fase entre 0s momentos magnéticos individuais de cada spin durante

a sua precessao. A relacao existente entre T, e a mobilidade molecular deve-se
ao fato do parametro T, ser inversamente proporcional ao tempo de correlagao, T,
que é o tempo médio necessario para que uma molécula rotacionel radiano (&
60°) a partir da sua orientacéao inicial. De maneira geral, em tempos muito menores

que T, a maioria das moléculas permanecem préximas as suas posi¢cdes originais

e em tempos muito maiores que T, as orientacdbes moleculares sao

completamente aleatérias, de modo que toda a “memdéria” da orientacdo molecular
original foi perdida. Assim, espera-se que moléculas muito pequenas, ou em
solventes muito pouco viscosos tenham tempos de correlacdo muito pequenos (e
consequentemente, maiores valores de T,) devido aos rapidos movimentos

moleculares [50]. Mais detalhes sobre T, podem ser vistos no Apéndice 2.
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A Tabela 13 mostra os valores de T, medidos para o hidrogénio da
molécula de agua que esta contida nos diferentes sistemas auto-organizados.
Embora os dados sejam apenas indicativos, pois devido & viscosidade dos
sistemas, as medidas sdo bem dificeis de serem feitas, havendo poucas
replicatas, os resultados da Tabela 13 indicam que os valores de T, sdo em média
10 vezes menores quando comparados aos valores da agua destilada. Em outras
palavras, os resultados confirmam que o grau de liberdade das moléculas de dgua
nos sistemas auto-organizados é realmente menor quando comparado a agua
destilada e isto permite considerar que, realmente, nos sistemas auto-organizados

ha uma limitacdo da difusao iénica.

Tabela 13. Tempos de relaxacdo spin-spin (T2) calculados para a agua nos
diferentes sistemas auto-organizados e na fase PEG-23.

Fase Numero de Medidas Média * sd(s)
Agua destilada 2 2,69 £ 0,03
LC-04 2 0,34 £ 0,05
LC-06 3 0,126 + 0,007
LC-10 2 0,3+0,3
LC-15 3 0,27 £ 0,02
LC-20 2 0,370 + 0,006
LC-23 2 0,24 £ 0,03
LC-30 2 0,175+ 0,006
PEG-23 1 0,484

Observa-se para a fase PEG-23, que o valor medido para T, é bem menor
do que o medido para a agua, mostrando que nesta fase também ha restricao de
movimentos moleculares. Entretanto, o valor de T, para o PEG 23 € maior que o

obtido para os demais sistemas auto-organizados, inclusive para a fase LC-23 que
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tem o mesmo numero de unidades etoxiladas por molécula de surfactante quando

comparada a cadeia de PEG-23.

As mesofases cubicas, assim como a fase PEG-23, sdo isotrépicas. Porém,
ambos sistemas (cubicos e fase PEG-23) sdo muito diferentes, pois, enquanto na
fase PEG-23, as moléculas de PEG encontram-se aleatoriamente distribuidas, nos
sistemas auto-organizados cubicos, as micelas estdo organizadas. De certa
maneira, verifica-se pelos dados da Tabela 13 que a restricdo dos movimentos
moleculares da agua, realmente, € mais pronunciada nos sistemas auto-
organizados cubicos (LC-15 ao LC-30) quando comparados a fase PEG-23. De
fato, estes resultados sdo coerentes com as analises prévias de tamanho e
morfologia das particulas de HAP precipitadas nos diferentes meios, pois as
particulas sintetizadas na fase PEG n&o sédo alongadas e nem € possivel predizer
o tamanho das mesmas, enquanto que nos sistemas auto-organizados cubicos, as
nanoparticulas apresentam morfologia de hastes que, conforme o modelo
proposto, foram formadas pela aglomeracao de particulas de HAP ainda menores.

Estes resultados indicam que a limitacdo da difusdo ibnica possa ser a
causa do controle dimensional das particulas, enquanto que a auto-organizacao
do sistema leva a formacao das particulas com morfologias de hastes. A Figura 45
mostra como uma mesofase cubica micelar poderia controlar as propriedades das
nanoparticulas de HAP sintetizadas na sua presenca.

'V"V\f Mggreeeres 'WW ’ri‘wv '\"’K‘ N"’N N\(\N
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Figura 45. Modelo que sugere como ocorre 0 controle dimensional e morfoldgico
das nanoparticulas de HAP precipitadas em uma mesofase cubica micelar.
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De acordo com o modelo proposto na Figura 45, a solugdao aquosa formada
pelos ions calcio e fosfato ndo esta confinada no interior das micelas e sim, entre
as micelas e que, portanto, o controle dimensional das particulas deve-se a
limitacdo da difusdo ibnica no sistema auto-organizado. Apds a permeacao de
amdnia, ocorre a nucleacdao da HAP (representado pelos glébulos), os nucleos de
HAP recém-formados crescem e ap6s a remoc¢ao da fase organica, se aglomeram
formando as nanohastes irregulares. O modelo sugere que as nanohastes sejam
irregulares devido a falta de um alinhamento das particulas de HAP em uma
direcao preferencial, visto que o sistema em questao é isotropico.

4.6. Consideracoes

Os resultados e os modelos propostos permitem tecer um conjunto de

consideragdes que os organizam e estabelecem uma forte correlagcéo entre eles.

As sinteses realizadas nos sistemas auto-organizados levaram a obtencao
de nanoparticulas de HAP carbonatadas com morfogias alongadas, evidenciando
que os sistemas auto-organizados, de fato, atuam como moldes que regulam o
tamanho, a morfologia e, até mesmo, a composicao dos materiais inorganicos
precipitados in situ. Estes resultados contrastam com aqueles das sinteses de
comparagdo: sem surfactante, com concentragdes reduzidas de surfactante ou na
presenca de polietilenoglicol (PEG-23) e também com outros resultados referentes
a sintese de HAP em microemulsées, publicados anteriormente pelo nosso grupo
de pesquisa, onde as nanoparticulas de HAP apresentaram morfologia esférica
[33]. Nestes sistemas comparativos, ndo foram obtidas nanoparticulas de HAP
com morfologias de hastes e controle dimensional, mas sim, particulas com

variacbes nas dimensdes, morfologias e composicoes.

Os resultados referentes a sintese da HAP em sistemas auto-organizados
também diferem consideravelmente dos exemplos publicados por outros autores,

para outros materiais, como é o caso das sinteses de particulas de ZnSe que
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apresentaram propriedades que copiam as dimensbes e as morfologias dos
dominios hidrofilicos dos cristais liquidos em que foram sintetizadas [1-2].

Baseando-se nos resultados de Karanikolos e colaboradores [1-2] era de se
esperar que as nanoparticulas de HAP também copiassem as morfologias e
dimensbes dos dominios hidrofilicos dos cristais liquidos, de modo que as
particulas de HAP obtidas no cristal liquido lamelar deveriam apresentar formato
de placas, nos cristais liquidos hexagonais como nanotubos e, nos cristais liquidos
cubicos, como esferas. Porém, as microscopias eletrbnicas mostram claramente
que independentemente do sistema auto-organizado utilizado na sintese, as
nanoparticulas de HAP sdo, na verdade, nanohastes e com dimensdées muito
maiores do que seriam esperadas levando em consideracdo as distancias de
repeticdo das fases. Estes resultados, a principio, controversos, permitiram
verificar posteriormente que as nanohastes eram formadas por nanoparticulas
ainda menores de HAP, as quais eram alinhadas em direcbes preferenciais devido
a influéncia dos sistemas auto-organizados. Estes resultados permitiram
considerar que a segregagdo dos dominios hidrofilicos nos sistemas auto-
organizados aliada a limitagdo da mobilidade dos ions dentro destes dominios,
foram as causas do controle dimensional e morfoldgico das particulas precipitadas
no interior das fases. Os valores de T, medidos para a agua contida nos sistemas
auto-organizados mostraram que a mobilidade molecular da 4gua nestes sistemas
€ reduzida, o que reforca a hipétese de que a difusédo ibnica nos sistemas seja
limitada e responsavel pelo controle dimensional das particulas de HAP.

Estes resultados faciltam a compreensdo do mecanismo de
biomineralizacdo que ocorre durante a osteogénese secundaria, onde as
nanoparticulas de HAP nucleiam e crescem entre as fibrilas de colageno, em um
ambiente anisotropico, restrito espacialmente e controlado pela acdo de proteinas
especificas. Microscopias eletronicas do tecido ésseo desproteinado, obtidas
anteriormente pelo nosso grupo de pesquisa [37], mostram que este tecido é
formado por nanoparticulas de HAP que tendem a se alinhar em uma diregéao
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preferencial (Figura 46) de maneira muito similar ao que se observa
experimentalmente nas precipitacbes de HAP nos cristais liquidos anisotrépicos.
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Figura 46. Microscopia da matriz 6ssea inorganica de cranio de rato whistar
com diferentes aumentos: (a)50 000 e (b) 100 000 vezes.

Mesmo na auséncia de proteinas especificas a biomineralizagdo, as
particulas de HAP sintetizadas nesta Tese de Doutorado apresentaram tamanhos
e morfologias controlados pelos sistemas auto-organizados semelhantes as
observadas nos tecidos 0sseos, demonstrando que, o papel in vivo destas
proteinas também pode estar relacionado ao transporte dos ions e a organizacao

local que leva a orientacéo dos cristais de HAP nas fibras de colageno.

E interessante notar que a sintese de HAP meramente na presenca de
colageno leva a formagao de clusters de HAP, onde as particulas ndo possuem
qualquer controle morfoldégico ou dimensional. Por outro lado, as nanoparticulas
de HAP precipitadas na presenga de um precursor polimérico contendo sitios
negativamente carregados, precipitaram entre as fibras de colageno uniaxialmente
orientadas [5, 52]. De maneira analoga, as proteinas nao colagénicas que
participam da biomineralizacdo também sao polianiénicas [5], como é o caso da
Amelogenina [35], uma proteina primordial no processo de biomineralizagdo do

esmalte dentario, o0 que levou a acreditar que a presenca destes sitios
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negativamente carregados fosse primordial no controle morfolégico e orientacional
das nanoparticulas de HAP nos tecidos mineralizados. Entretanto, os resultados
contidos nesta Tese mostraram que as nanoparticulas de HAP precipitadas nos
cristais liquidos anisotropicos, também se alinharam em uma direcao preferencial
formando nanohastes com didametros uniformes, de modo que a orientacdo das
nanoparticulas dependeu da orientacao local, mas que ndo houve a necessidade
de sitios com cargas negativas para a nucleacédo dos ions célcio, talvez porque 0s
grupos etoxilados dos surfactantes tenham atuado como sitios de quelacdo de

ions célcio.

Portanto, os resultados desta Tese auxiliam na compreensdao do
mecanismo de biomineralizacéo, levando a crer que a composi¢ao, as dimensdes
e as morfologias das nanoparticulas de HAP que formam os tecidos
mineralizados, muito provavelmente, foram controladas pela limitacdo da difusdo
idbnica e orientacdo das fibras de colageno durante a precipitacdo que ocorre in
vivo. Assim, estes fatores podem ser mais decisivos do que a presenca de sitios
negativamente carregados nas proteinas que participam do processo de
biomineralizagdo, ou mesmo de um ambiente totalmente restrito atuando como um

reservatorio de ions, como seria o papel das vesiculas de matriz.
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5. Conclusoes

Os resultados obtidos nesta Tese de Doutorado permitiram concluir que:

Sistemas auto-organizados foram preparados com surfactantes
nonilfenil etoxilados com diferentes tamanhos de cadeia hidrofilica
(sendo no minimo, 04 e no maximo, 30 unidades etoxiladas por
molécula de surfactante). Os sistemas auto-organizados foram
caracterizados como cristais liquidos hexagonal reverso, lamelar,
hexagonal e mesofases cubicas, nesta ordem, a medida que o
comprimento da cadeia hidrofilica (unidades EO) do surfactante

aumentava.

Os diferentes sistemas auto-organizados foram utilizados como
meios de sintese para obter nanoparticulas de hidroxiapatita com
propriedades controladas. Todas as sinteses levaram a formacao de
particulas com dimensdées nanométricas e morfologia de hastes,
sendo que o didmetro das hastes apresentava-se mais uniforme
quando os sistemas auto-organizados eram anisotropicos, enquanto
que as sinteses nos sistemas isotropicos levaram a formacgao de
nanohastes com diametros irregulares. Em contraste, outros meios
de sintese sem auto-organizacdo (sinteses realizadas na auséncia
de surfactante, na presenca de surfactante S-10 em concentracao
reduzida e na presenca de PEG-23) levaram a formagdo de

particulas sem controle morfolégico ou dimensional.
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As nanohastes de HAP foram formadas por particulas ainda menores
de HAP que se aglomeraram de maneira organizada por influéncia
da auto-organizagdo do sistema utilizado como meio de sintese.
Provavelmente, estas particulas ainda menores de HAP foram
formadas por precipitacdo in situ nas regides hidrofilicas dos
sistemas auto-organizados e tiveram seus tamanhos controlados
devido a limitacdo da difusdo i6nica nestes ambientes, conforme
sugerem os resultados de medidas de tempo de relaxagédo spin-spin
(T2) por RMN da agua contida nestes sistemas.

A restricdo da difusdo ibnica in vivo associada a auto-organizacao
das fibras de colageno assemelham-se as propriedades dos
sistemas auto-organizados utilizados nesta Tese e, podem ser
pecas-chaves para a compreensao de como a matriz 6ssea organica
€ capaz de controlar a nucleacao e crescimento das nanoparticulas

de HAP durante o processo de biomineralizac¢ao.
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APENDICE 1

Determinacao do Raio de Giro das Nanoparticulas de HAP por
SAXS

O espalhamento observado na regidao de Guinier € proporcional ao raio de
giro (Rg) ou raio de Guinier, conforme a equagao:

2 2

Re'q Equacao A1-1

Inl(g)=Inl,(g)+

A equacdo A1-1 mostra que o raio de giro € proporcional ao coeficiente
angular da reta obtida a partir do grafico de Inl versus ¢. A importancia de se
calcular o raio de giro é que ele é proporcional ao tamanho da particula
espalhadora. Considerando-se que a particula espalhadora seja esférica, a
relagdo entre o raio de giro e o raio da particula (r) é:

Rg’ :grz Equacao A1-2

A confiabilidade dos valores calculados de Rg é vélida se estiver no
intervalo dado pela Equacao A1-3 [51]:

R 2 2
0,1< % <04 Equacao A1-3
y4
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APENDICE 2

O Tempo de Relaxacéo Transversal (T,)

As medidas de NMR baseiam-se na interacdo da radiacédo eletromagnética
na regiao de radio-frequéncias com spins nucleares. Na presenga de um campo
magnético externo, B, orientado, por definicdo, ao longo do eixo z, os spins
nucleares alinham-se paralelamente e anti-paralelamente rompendo a
degenerescéncia dos estados quanticos de spin nuclear. Assim, quando uma
amostra € submetida a um campo magnético externo, pode haver transicao entre
0s niveis de menor e maior energia pela interacdo com radiacéo eletromagnética
cuja frequéncia da radiacdo coincide com a diferenca da energia entre os niveis
fundamental e excitado dos spins nucleares. Esta radiacdo situa-se na regiao de
radio-frequéncia usualmente préximo a algumas centenas de MHz. A volta dos
spins ao estado fundamental ocorre por processos de relaxacao dissipativos nao
radioativos que s&o descritos pelos tempos de relaxac¢ao longitudinal ou spin-rede

(T+) e tempo de relaxagao transversal ou spin-spin (Ty).

Para se compreender um pouco melhor o processo de relaxacao
transversal (T2) e a sua relagcdo com a dindmica molecular € necessario descrever,

ainda que muito resumidamente, alguns principios basicos de NMR.

A principio, duas grandezas importantes dos spins devem ser definidas: o

momento angular e momento de dipolo magnético.

Os spins nucleares possuem um momento angular (I), cuja magnitude é

dada por:
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N = [+ 1D]Y?h Equacao A2-1

em que h= h/2m, sendo que h é a constante de Planck e o nimero quantico I pode
assumir valores inteiros e semi-inteiros.

Associado ao momento angular de spin existe um momento de dipolo

magnético 4, dado pela equagéao:
p=yl Equacao A2-2
em que y é a razao giromagnética, uma constante caracteristica de cada nucleo.

Todo nudcleo que possui momento magnético, quando submetido na
presenca de um campo magnético externo homogéneo e estatico (By) - interage
com este, eliminando a degenerescéncia dos estados quanticos, de modo que a
energia do sistema se divide em niveis dados por (2I + 1). Este rompimento da
degenerescéncia dos estados quanticos de spin nuclear € chamada de Efeito
Zeeman nuclear, e as transicoes de spins entre 0s niveis consistem nos
fenébmenos estudados em RMN.

A interacdo do campo externo (Bg) com os momentos de dipolo (i) gera um
torque (n X By) que faz com que o0s spins precessionem, ou seja, rotacionem ao
redor do eixo z formando um movimento cénico similar ao de um pedo, com

frequéncia de rotagao (w,), conhecida como freqtiéncia de Larmor e descrita por:

wo = —YBy Equacdo A2-3

Aplicando-se um campo magnético oscilantede intensidade B, , com
frequéncia w,, e orientado perpendicularmente ao eixo z, 0 campo magnético
“sentido” pelos spins é um campo resultante entre B; e 0 campo estatico B,.
Quando a frequéncia do campo pulsante, w,, coincide com a frequéncia de
Larmor, o campo resultante “sentido” pelos spins torna-se essencialmente B, € a

magnetizacao dos spins é deslocada para o plano x-y. Este processo é chamado
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de ressonancia nuclear magnética e nesta condicdo os spins precessionam ao
redor do campo B;. Devido a processos relacionados a interacdo entre os spins e,
consequentemente, a existéncia de campos oscilantes locais ao longo de z, ocorre
a perda de coeréncia de precessao destes spins com o tempo, de modo que eles
passam a precessionar com velocidades angulares ligeiramente diferentes uns
dos outros. A consequéncia é o decaimento da magnetizagdo no plano x-y com
uma constante de tempo caracteristica, e este processo pode ser descrito pela

equacao:

dMy My

el Equacao A2-4

em que M, é a magnetizacao resultante no eixo x e T, € o0 tempo de relaxacao
transversal ou spin-spin, caracteristico da perda de coeréncia dos spins no plano

x-y. Esta equagéo também é vélida para M.

Conhecer o tempo T, é importante, pois este se relaciona com a mobilidade
molecular. O tempo T, é inversamente proporcional ao tempo de correlacao, T,

que é o tempo caracteristico dos movimentos moleculares de difusdo rotacional,
definido como o tempo médio necessario para que uma molécula rotacione 1

radiano (*60°%) a partir da sua orientacao inicial. De maneira geral, moléculas

muito pequenas, ou em solventes muito pouco viscosos, apresentam movimentos
moleculares mais rapidos e, por isso, possuem tempos de correlacdo muito
pequenos e, consequentemente, maiores valores de T, O contrario ocorre com as
moléculas que apresentam movimentagdo mais restrita, cujos valores medidos de
T»sao menores. Neste sentido, medidas de T, podem fornecer informagdes sobre
a dinamica dos movimentos moleculares de difusdo rotacional, sendo ainda
sensiveis a microviscosidade a qual moléculas e grupos moleculares estao

submetidos.
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