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RESUMO

A dermatologia busca materiais para preenchimento de partes moles biocompativeis,
seguros € economicamente vidveis, no tratamento de preenchimentos subdérmicos de defeitos
faciais, inclusive em pacientes portadores de lipoatrofia pelo virus do HIV. Este trabalho
propde-se¢ a formular um compdsito contendo 70% de hidrogel de carboximetilcelulose
(CMC), glicerina (GL) e 30% de hidroxiapatita (HAp) que se assemelhe ao produto comercial
padrio com tal finalidade, Radiesse® A HAp monofasica foi sintetizada com sucesso pelo
meétodo de precipitagdo, caracterizada por difragfo de raios X (DRX) e posteriormente
calcinada em temperaturas de 900 e 1100°C, resuttando no aumento do tamanho médio dos
aglomerados. Estas foram caracterizadas por DRX, espectroscopia por fluorescéncia de raios
X (EDX), espectroscopia na regio do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR),
distribui¢do  granulométrica (DG) e microscopia eletrdnica de varredura (MEV).
Desenvolveu-se o compdsito de hidrogel contendo CMC e GL, no qual foi adicionado 30%
das HAp sintetizadas obtendo-se compdsitos propostos por este trabalho. Analisou-se o
produto comercial referido pelas técnicas de caracterizagdes acima elencadas e seus resultados
comprovaram que este material é formado por uma amostra contendo 30% de HAp cristalina
e monofasica envolvida por um hidrogel composto de 70% de uma mistura de glicerina, dgua
e carboximetilcelulose, com viscosidade visual e tempo de secagem bem definidos a
temperatura ambiente. Compararam-se os dados do produto comercial padrdo com os dos
compdsitos obtidos, bem como se adotaram medidas comparativas de viscosidade visual e
tempo de secagem entre eles. Os compdsitos experimentais foram obtidos com sucesso sem e
apds calcinagdo de 900°C ¢ apresentaram entre si, apenas mudangas relacionadas ao tamanho
de cristalito e tamanho de particulas avaliadas pelo MEV, com comportamento semelhante em
relagio as demais caracterizagdes. Os compdsitos experimentais apresentaram caracteristicas
semelhantes ao produto comercial padrio referido, exceto quanto ao tempo de secagem,
podendo ser melhorados e avaliados futuramente em estudos in vitro € in vive para verificar
seus comportamentos biologicos.

Palavras-chave: hidroxiapatita, preenchimento de partes moles, Radiesse®.



ABSTRACT

The Dermatology searches biocompatible, safe and cost effective materials as
injectable soft-tissue augmentation fillers for facial loss treatments, also from HIV-related
facial lipoatrophy. This work proposes to formulate a 70% carboxymethylcellulose (CMC),
glycerin (GL) aqucous polysaccharide gel and 30% synthetic calcium hydroxylapatite (HAp)
approached to the standard commercial product, Radiesse®. The HAp was successful
synthesized by precipitation method, evaluated by X rays diffraction (DRX), after that,
calcined at 900°C and 1100°C, resulting in higher medium sizes chipboards. These had been
evaluated by DRX, spectroscopy for fluorescence of X rays (EDX), the Fourier transform
infrarcd spectroscopy (FTIR), grain sized distribution (DG) and scanning electron microscopy
(SEM). An aqueous polysaccharide composite gel was developed, added 30% of the
synthesized HAps, obtaining proposed experimental composites and evaluated by DRX,
EDX, FTIR and SEM. The commercial product cited was evaluated by the techniques of
characterizations listed and its results had proven that this material is composed by 30% stable
phase crystalline HAp involved in a 70% CMC, GL aqueous polysaccharide gel, with well-
defined visual viscosity and drying time at room temperature. The data of the commercial
product had been compared to the proposed experimental composites ones, including visual
viscosity and drying time measurements. The experimental composites had been gotten
successfully with or without heat treatment and had presented, among themselves, only
changes related to crystallite and droplet sizes demonstrated by SEM, and the drying time,
which could be improved and evaluated later in vitro and in vivo studies to verify their
biological behaviors.

Key-words: Calcium Hydroxylapatite, Facial Soft-tissue fillers, Radiesse®.
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1 INTRODUCAO

Com a valorizagdo da melhoria estética por meios cada vez menos invasivos que a
Cirurgia Plastica, os tratamentos ndo invasivos tém crescido dentro da Dermatologia como
opgdes suplementares € complementares, entre eles o preenchimento de partes moles ou
tecido conjuntivo, juntamente com a desnervagdio quimica induzida por neurotoxina,
resultando no desenvolvimento de materiais biocompativeis, duradouros e seguros.

Dentre os materiais empregados para tais fins, classificam-se em autdlogos (gordura
autdloga, coligeno e fibroblastos) e heterdlogos (sintéticos, naturais e mistos), onde se
destacam o gel de polimetilmetacrilato (PMMA), o 4cido hialurénico (HA), o 4cido polilatico
(PLA), o colageno suino ou bovino (COL) e a hidroxiapatita de calcio (HAp) (COHEN et al,
2006).

Desses materiais citados, a hidroxiapatita apresenta caracteristicas promissoras para
vdrias aplicagdes biomédicas iniciadas hd mais de 20 anos pela salutar experiéncia no campo
reconstrutivo da Ortopedia ¢ Neurologia. Esta vasta indicaciio se deu pela semelhanga
quimica da HAp a hidroxiapatita biologica dos tecidos 0sseos, utilizada como cimento 0sseo,
revestimento das Orteses e proteses Osseas, pela observagdo de deposigdo de novo tecido dsseo
proximo a fraturas e deficiéncias osseas faciais congénitas ou pos- traumaticas (COHEN et al,
2006).

A Odontologia e a Cirurgia Buco-Maxilo-Facial também incorporaram a HAp nos
enxertos ¢ implantes dentarios, bem como nas cirurgias de perdas dsseas mandibulares pelo
fato da sua semelhanga quimica com a hidroxiapatita dentaria. Exemplificando, cita-se o uso
da hidroxiapatita para desenvolvimento de compésitos de coldgeno com silicato para
endodontia (E'GUES, 2005) e o desenvolvimento de cimento de fosfato de calcio reforgado
por fibras, para uso na drea médico-odontoldgico (SANTOS, 2002). |

Na Otorrinelaringologia, o uso da hidroxiapatita foi relatado na corregéio do tamanho
das cdrdas vocais (WOLRAICH e ZUR, 2010; DEFATTA et al, 2011), ¢ em cirurgias de
timpanoplastia, no preenchimento de defeitos Osseos criados em mastdides de ratos
(HAMERSCHIMIDT, 2010). Na Radiologia, o uso de microesferas da HAp de didmetro entre
75 pm e 125 pm foi reportada como marcador tecidual radiografico no diagndstico de
incontinéncia urinaria por estresse e no refluxo vesico ureteral (COHEN et al, 2006).

Outra drea médica que tem atraido o interesse de pesquisadores e da industria no uso
da HAp é a Dermatologia. O primeiro artigo cientifico que relata o uso da hidroxiapatita

como preenchimento facial de tecidos moles data do ano de 2004, sob o nome comercial de
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Radiance FN. Nesse estudo, os autores realizaram preenchimentos em vérias 4reas faciais de
sessenta e quatro pacientes em que todos admitiram altissima satisfagdo do tratamento. Os
efeitos colaterais observados foram minimos, consistindo de hematomas ou inchago leve. Foi
observado ainda que o efeito reparador do preenchimento de HAp perdurou por seis meses
(SKLAR e WHITE, 2004).

Desde entéio varios trabalhos demonstram o uso eficaz da HAp como preenchimento
subdérmico em multiplas aplicagdes da cirurgia pldstica reparadora. Podem-se citar
preenchimentos de: sulcos nasolabiais (MURRAY et. al.,.2005; TZIKAS, 2006; JONES,
2011), bochechas (OWENS, 2005), rugas faciais ¢ depressdes (KOVACH e SENGELMANN,
2007; ALAM et. al,, 2011), lipoatrofia de face associada ao HIV (MOERS-CARPI et al,
2007; QUATELA e CHOW, 2008) e cicatrizes provocadas pela acne (BUCK et. al. 2009).

Assim, o biomaterial comercial que possui em sua formulagdo 30% de
microparticulas de hidroxiapatita de cédlcio dispersas em um gel carregador aquoso de
carboximetilcelulose e glicerina (OWENS, 2005), foi aprovado pelo Food and Drug
Administration dos EUA apenas em 2006 (FDA, 2006), onde a sua vasta utilizagdo em
dermatologia estd diretamente relacionada as suas vantagens, tais como: alta
biocompatibilidade com o corpo humano, ja que a HAp ¢ o componente inorganico natural
dos ossos; rapida absor¢do do gel, deixando presente apenas as microesferas de HAp agindo
como um molde (“scaffold”) para o crescimento dos fibroblastos que darfo origem
subscquente ao colageno; agdio de longa duragdio, sendo de doze meses na maioria dos -
pacientes e podendo chegar até dezoito meses em alguns deles; nio imunogenicidade (ndo
provoca a reagdo de anticorpos), o que leva pouco ou nenhum aparecimento de reagdes
adversas locais (HAMILTON, 2009).

Apesar do vasto uso deste tipo de produto em aplicagdes dermatolégicas e de suas
inumeras vantagens ja citadas, trata-se de produto importado, cujos beneficios nfio atingem
toda populagéo brasileira. Somando-se a isto, a literatura cientifica na area da Dermatologia €
escassa em relagdo a caracterizagdo morfolégica e estrutural deste produto, ressaltando apenas
o seu excelente resultado estético final ¢ comparagdes com preenchedores de é&cido
hialurénico e acido polilatico a despeito da durabilidade; baseando-se no seu emprego como
biomaterial pelos estudos de comportamento bioquimico ¢ clinico do uso da HAp em tecidos
Osseos, estes sim, amplamente documentados na literatura cientifica (COHEN et al, 2006)

Deste modo, este trabalho motiva-se pelo fato de propor o desenvolvimento € a
caracterizagdo de um biomaterial a partir de um compdsito de gel polimérico/HAp, com

caracteristicas que se assemelhem as do compésito hidrogel/HAp comercial tido como
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2 REVISAO DA LITERATURA
2.1 Biomateriais

Segundo a Conferéncia de Consenso em Biomateriais para aplicages clinicas em
1982, entende-se por biomaterial toda substancia (com excegfio de farmacos), combinagio de
substancias, de origem sintética ou natural, que durante um perfodo de tempo indeterminado é
empregado como um todo ou parte integrante de um sistema para tratamento, ampliagdo ou
substitui¢éo de quaisquer tecidos, 6rgéos ou fung¢des corporais (NETO, 2007).

Isso significa que, no sentido mais amplo, sdo enquadrados nessa categoria todos os
materiais empregados na medicina, odontologia, medicina veterindria e farmacologia, além
daqueles que enfram na forma de implantes em contato direto com o tecido do corpo.
Segundo a literatura, a primeira defini¢do pratica foi dada por Park e Lakes em 2007 -
"biomateriais sdo tudo que, de modo continuo ou intermitente, entra em contato com fluidos
corporeos, mesmo que esteja localizado fora do corpo”. Assim, pinos e placas de fixagéo
externas, bisturis, liminas e demais instrumentos cirurgicos sfio considerados biomateriais.

Segundo Simdes (2007), os biomateriais podem ser de natureza metalica, cerdmica,
polimérica, ou materiais compésitos de diferentes composi¢des, porém, para que possam ser
usados em aplicagdes médicas, eles devem possuir uma série de propriedades especificas, que
podern, fundamentalmente, serem agrupadas em wuma caracteristica chamada
biocompatibilidade.

O termo “biocompatibilidade” foi utilizado para designar o desempenho bioldgico
dos materiais. Materiais biocompativels podem ser considerados biomateriais, pois a
biocompatibilidade indica a propriedade do material de provocar uma resposta adequada por
parte dos tecidos do hospedeiro, quando utilizado em uma aplicagio especifica (SIMOES,
2007).

A principio, os biomateriais devem isentar-se de produzir respostas biologicas
adversas, locais ou sistémicas. Assim, ndo devem ser: toxicos, carcinogénicos, antigénicos,
mutagénicos e trombogénicos, principalmente se utilizados em contato com o sangue.
Contudo, com o crescimento das aplicagdes de biomateriais, essas caracteristicas tém sido
mais discutidas. Hoje em dia se utiliza em quase todos os tipos de cirurgias, por exemplo,
agentes hemostaticos locais, que sdo biocompativeis, mas cuja caracteristica principal é

provocar coagulagio sanguinea, ou seja, ser trombogénico (SIMOES, 2007).
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Os biomateriais podem, ainda, ser divididos conforme o tipo de interagio que
apresentam com os tecidos, em biotoleraveis, bioinertes, bioativos e biodegradaveis
(OREFICE, 2005). |

Materiais biotolerdveis provocam respostas inflamatérias locais toleradas pelo
organismo, que os isola com uma camada de tecido conjuntivo, formando uma capsula. O
encapsulamento ¢ induzido pela liberagdo de compostos quimicos, ions, produtos de corrosdo,
ou outros, por parte do material implantado. Esses elementos liberados ocasionam uma
resposta inflamatéria, com alteragdes do pH, recrutamento de células inflamatdrias e
fagocitose. O encapsulamento e a resposta inflamatéria sdo limitados, chegando-se a um
estado de equilibrio apds a resposta inicial. Quanto maior a camada conjuntiva formada no
encapsulamento, menor a tolerabilidade do material pelo tecido. A maioria dos polimeros
sintéticos e grande parte dos metais podem ser classificadas como biotoleraveis (OREFICE,
2005),

S&o considerados bioinertes, os materiais de grande estabilidade quimica superficial,
que provocam uma resposta muito pequena nos tecidos do hospedeiro, com encapsulamento
minimo ou praticamente inexistente. O material libera uma gquantidade minima de
componentes, recrutando quantidades minimas de células de defesa, por um curto periodo de
tempo. As cerdmicas costumam Ser muito estaveis e, portanto enquadrar-se neste grupo. As
ceramicas mais usadas como biomateriais, sdo aquelas a base de alumina, zircénia e carbono.
O metal bioinerte de uso mais comum atualmente ¢ o titdnio, que tem sua superficie
naturalmente passivada pela formagdo de uma fina camada de oxidos, quando exposto a
atmosfera (OREFICE, 2005).

Materiais bioativos s@o aqueles capazes de formar uma liga¢do de natureza quimica
entre sua superficie e o tecido hospedeiro. No caso mais comum, que so os implantes, para
uso no tecido Osseo, essa ligagdo é chamada osteointegragfo. Isso significa que a afinidade
fisico-quimica da superficie € tdo grande que ha osteocondugdo e recobrimento do implante
por células ¢sseas. Esse tipo de tenémeno pode ser estimulado pela morfologia da superficie,
como o desenvolvimento de uma rugosidade e porosidade adequadas para o crescimento
osseo. Os principais materiais bioativos sdo: os vidros e vitrocerdmicos a base de fosfato de
calcio. Muitos implantes metalicos ou poliméricos sio recobertos por camadas finas de
materiais cerdmicos para induzir a osteointegragdo (OREFICE, 2005).

Materiais biodegradaveis sdo os que, apés certo periodo de tempo em contato com os
tecidos, sdo degradados, solubilizados, ou fagocitados pelo hospedeiro. A possibilidade de o

material ser eliminado apds ter cumprido sua fungfo, torna esses materiais extremamente
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atrativos para aplicacfes médicas. Os maiores exemplos sdo: os polimeros biodegradaveis,
como o poli(dcido latico) (PLA) e o poli(acido glicélico) (PGA) (OREFICE, 2005).

Os principais avangos no campo dos biomateriais tém ocorrido principalmenie, em
fungdo do aumento da populagdo e da expectativa de vida, que necessitam obter melhoria na
qualidade de vida.

A Tabela 2.1 lista as diversas classes de materiais que podem ser utilizados como

biomateriais, bem como seu uso tipico, vantagens, desvantagens e caracteristicas especiais.

Tabela 2. 1- Classes de materiais utilizados como biomateriais.

Materiais Use tipico Vantagens Caracteristicas Desvantagens
Especiais
Cerimicas Implantes Resistente a Coopera com a Quebradico a
estruturais e esforgos na reposicio/adesio tragdo/impacto
recobrimentos compressio Ossea
Compaositos Componentes Resisténcia a Propriedades Processos
dentarios e esforgos e baixo mecinicas elaborados de
ortopédicos peso fabricagio
Materiais Complementos de Permite Relagio simbidtica Disponibilidade
biologicos tecidos moles, recuperagio com o local do limitada
reposi¢do de funcional de implante incluindo
membranas tecidos e orgios autorrecorstitui¢do
Metais e ligas Articulagdes, Ductilidade, Condutividade Elevada
parafusos e pinos resisténcia a elétrica densidade
esforgos
Polimeros Cateteres, suturas,  Resilientes, facil Biodegradavel, Deformagio
valvulas fabricacdo. bioabsorvivel com o uso
cardiacas,

implantes oculares

Fonte: VAZ, 2007,

Coma gefaqﬁo das ceramicas avangadas houve uma revolugdo no uso de cerdmicas
projetadas especialmente para reparar, reconstruir e substituir porgGes Osseas, acometidas por
alguma patologia ou diversos traumatismos. As cerdmicas utilizadas com este propdsito sio
chamadas de biocerdmicas ¢ as principais sdo: alumina, zircdnia, hidroxiapatita, fosfatos de
calcio, alguns silicatos que constituem os biovidros, e algumas ceramicas covalentes a
exemplo do semicondutor SiC. Atualmente, mais de 25% dos implantes realizados na area da
ortopedia sdo produzidos utilizando material ceramico.

No caso especifico dos biomateriais cerdmicos & base de fosfatos de calcio
sintéticos, existe uma sinergia entre a medicina e a engenharia de tecidos, ja que fosfatos de
cdlcio confeccionados sob a forma de matrizes porosas se¢ adéquam em situagdes para
regeneragdo de tecido, além de serem utilizados como enxerto dsseo (RIBEIRO, 2008). Estas

cerdmicas também podem ser aplicadas, em sistemas de liberagdo controlada de farmacos em
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sitios doentes, potencializando sua acgfio local e minimizando os efeitos indesejados de
intoxicagdo da parte sadia ndo comprometida (YE et. al., 2010; SON et. al, 2011; IAFISCO
et. al, 2012; GUO et. al., 2012},

A utilizagio de cerdmicas como biomateriais remonta a 1894, quando Dreesman
relatou o uso de gesso (CaS0,4.0,5H;0) como um possivel substituto para ossos. Este material
apresenta uma resisténcia mecinica muito baixa e ¢ completamente reabsorvido pelo
organismo, resultando em uma rapida fragmentacio e degradagdo. Tais propriedades pouco
atrativas praticamente excluiram utilizagdo do gesso como biocerdmica implantivel
(BERTRAN et al, 2000).

Os materiais cerdmicos foram utilizados pela primeira vez como biomateriais ha
cerca de 30 anos. Inicialmente, a aten¢do era voltada para o desenvolvimento de biomateriais
que provocassem uma minima ou nenhuma reagio do tecido, caracteristicas tipicas destes
materiais em meios agressivos. Mas, a evolugdo e conhecimento na area dos materiais
cerdmicos, geraram proposta conceitualmente oposta: as biocerdmicas deveriam provocar
reagles de formagfo de tecido €, se possivel, com a formac¢do de uma ligagdo intima entre a
ceramica e os tecidos (BERTRAN et al, 2000)..

A década de 70 marcou o inicio do uso mais intenso de materiais cerdmicos com
propriedades que possibilitam a sua classificagio como biocerdmicas. A primeira biocerdmica
com uso muito difundido neste periodo foi a alumina densa {(0-ALQO;), que se apresentou
como bioinerte. Este material, devido a sua boa biocompatibilidade e elevada resisténcia
mecénica, vem sendo usado com frequéncia até hoje em préteses ortopédicas que substituem
ossos ou parte deles que sdo submetidos, na sua atividade funcional, a esforgos elevados
{BERTRAN et al, 2000)..

De acordo com a Conferéncia da Sociedade Europeia para Biomateriais realizada na
Inglaterra em 1986 (WILLIAMS, 1989), o termo bicinerte ndo € adequado, ja que todo
material induz algum tipo de resposta do tecido hospedeiro, mesmo que minima, devendo, por
este motivo, ser evitado. No entanto, o termo ainda é comumente utilizado, tendo sido
definido por June Wilson citado por Bertran et al (2000) como sendo um material que
apresenta uma resposta interfacial minima que nio resulta na liga¢do ou na rejeiciio do tecido
hospedeiro, formando uma capsula fibrosa ao redor do material. Como excmplos de
biocerdmicas bioinertes podem-se citar a alumina (a-AlbO;3), zirconia (ZrO3) e titinia (TiO,).
Por outro lado, uma bioceramica bioativa (termo ainda aceito) ¢ definida como aquela que
induz uma atividade biologica especifica. Exemplificando estas 0ltimas destacam-se a

hidroxiapatita [Ca o(PO4)s(OH).], o fosfato tricdlcico [Caz(PO4)2] € os biovidros.
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Exemplos de aplicagdes clinicas de biocerdmicas encontram-se na Figura 2. 1.

Figura 2. 1- Aplicag¢des das Biocerdmicas.

/ A -Reparos cranianos

=B _ T entes oculares
C - Otorrinolaringelogia

D - Reconstrucdo maxilofacial

I - Implantes dentirios

F - Aumento de reborde alveolar

G - Preenchiments da cavidade periondontal

7 )

.. H-Acessos pericutineos
- Vilvulas cardiacas

/

J - Cirurgias de coluna

T K - Preenchimento de cavidades ésseas

T L - Reparo de crista iliaca

TNNM- Aplicacées ortopédicas sobre carga

/ N - Fixagdo ortopédica

/ O - tenddes e ligamentos artificiais

/ P- Articulagdes

Fonte: HENCH ¢ WILSON, 1999,

O grande numero de artigos relacionados com as rotas de sinteses tem apresentado
uma profunda influéncia dos métodos de preparagéo sobre as propriedades das biocerdmicas.
Entre as varidveis que exercem influéncia estio a estequiometria, a estrutura cristalina e a
porosidade, determinantes para o comportamento biolégico de tais materiais.

A Tabela 2.2 ilustra exemplos de biocerdmicas mais utilizadas para cada uma das

aplicagbes médicas demonstradas na Figura 2.1.
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Tabela 2. 2- Exemplos de biocerdmicas mais utilizadas nas aplicagdes médicas.

Aplicagiio Biocerimica
Reparos cranianos Vidros bicativos
Lentes oculares AlOs
Otorrinolaringologia ALO;,
Hidroxiapatita (HA)
Vidros, vitro-cerdmicos e compdsitos ativoes.
Reconstrugiio buco-maxilo-facial Al O,
Hidroxiapatita

Compésitos HA-PLA
Vidros bioativos

Implantes dentérios AlLOs
HA e recobrimentos com HA
Vidros bioativos
Cimentos endodénticos
Ca(OH),

Aumento de rebordo alveolar AL O
Compositos HA-TCP
Compdsitos HA-PLA
Vidros bioativos

Preenchimento da cavidade HA

periodontal TCP
Compésitos HA-PLA
Vidros bicativos

Acessos pericutineos Vidros e Vitro-ceramicas bioativas

HA

Recobrimentos com carbono pirolitico
Vilvulas cardiacas : Recobrimentos com carbono pirolitico
Cirurgias de coluna Vitro-cerdmicas bioativas

HA

Preenchimento de cavidades dsseas TCP
Vidros e Vitro-ceramicas bioativas

Reparo de crista iliaca Vitro-ceramicas bicativas

Aplicagées ortopédicas sobre cargas  ALO,
Zirconia
Composites HA-PE
Recobrimentos de HA em pegas metalicas

Fixaciio ertopédica Pinos de carbono-PLA

Pinos de fosfatos de calcio
Tendbes e ligamentos artificiais Compdsitos de fibras de carbono
Articulacdes Compdsitos de fibras de carbono

Fonte: HENCH e WILSON, 1999.

Genericamente, o preparo de uma biocerdmica, envolve trés etapas fundamentais: (i)
preparo do pd; (ii) secagem parcial do bloco conformado e (iii) aquecimento a altas
temperaturas para obtengdo do bloco sinterizado ou calcinado (RATIER et al, 2001). Apos a

sintese, as particulas do p6 sdo moldadas na forma desejada, por compactagéo a altas pressdes
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ou umectagdo do pd ¢ posteriormente submetendo-o a calcinagfio a temperaturas elevadas.
Alternativa € a compactagio sob pressdo e aquecimento de maneira simultinea.

Para melhorar a coesfio das particulas e tornar os corpos mais densos, pode ser feita
a adi¢fio de dgua ou substdncias orgénicas, como o poli (dlcool vinilico), seguida da secagem
parcial do bloco. Durante a ultima etapa do processo de obtencio de cerdmicas, o
aquecimento do material a altas temperaturas (até aproximadamente 2/3 da temperatura de
fusdio do material, normalmente acima de 1000°C), leva a fusdo superficial das particulas do
po, fazendo com que elas se aglomerem e formem um bloco sélido e denso. No entanto, este
procedimento resulta em cerdmicas com poros da ordem de alguns pm (micrémetros),
dimensfio pouco interessante para materiais utilizados em implantes 6sscos (LAYROLLE e
FELLAH, 2009). Mas relevante na Dermatologia, onde a mobilizacdo estrutural tecidual sem
osteocondugdo atende o intuito de volumizador de partes moles.

Para obtengfio de cerdmicas com poros de maior grandeza, as técnicas comumente
utilizadas consistem na mistura de algum polimero ou substincia orgdnica ao material em po,
que € climinado posteriormente durante as etapas de consolidagdo da cerAmica, ou o
umedecimento do material em pd com peréxido de hidrogénio, que posteriormente decompde
com a liberagdo de oxigénio gasoso formando poros. No caso de biocerdmicas de fosfato de
célcio, alternativamente pode-se proceder a troca hidrotérmica do ion carbonato do carbonato
de calcio que formam os corais marinhos por ions fosfato, resultando em “réplicas de corais”,
que apresentam naturalmente a porosidade adequada. Mais recentemente, fosfatos de calcio
tém sido usados para o preparo de suportes esponjosos, “scaffolds”, para a fixa¢do de células
Osseas, capazes de induzir a restauragdo do osso através de estratégias de engenharia de
tecidos (CLARKE et al, 2011).

Por sua vez, os polimeros formam uma classe versatil de materiais que tém sido
amplamente estudados por médicos e profissionais de saide com o objetivo de encontrar cada
vez mais novas aplicagSes dos mesmos na areca médica. Isto pode ser atribuido a sua
facilidade de sintese e/ou modificagdo desses polimeros, o que gera significantes alteragdes
nas propriedades fisicas e mecdnicas. O desenvolvimento de biomateriais poliméricos pode
ser considerado como um processo revoluciondrio. Trabalhos sobre a aplicagiio de polimeros
naturais como biomateriais datam de milhares de anos. No entanto, a aplicagdo de polimeros
sintéticos na medicina data de apenas duas décadas (OREFICE, 2005).

O uso de polimeros como biomateriais como os conhecidos hoje comegou na década
de 1940 durante a Segunda Guerra Mundial. Uma das primeiras tentativas foi o uso do

polimero sintético polimetacrilato de metila (PMMA) como uma cérnea artificial.
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Encorajados pelos sucessos iniciais, 0s cirurgides comecaram a usar uma variedade de
polimeros para diversas aplicagbes, tais como dispositivos intravenosos para contato com
sangue, substituigdes de articulagiio de quadril e como lentes intraoculares. No entanto, na
maijoria desses casos, os médicos ficavam limitados a utilizar polimeros inicialmente
desenvolvidos para outras aplicagdes (CATO e LAKSHMI, 2006).

Durante a segunda metade do século XX, os cientistas comegaram a modificar
polimeros ja existentes com o intuito de adequar propriedades como a biocompatibilidade e
propriedades mecéanicas para aplicagdes biomédicas. Além disso, 0os avangos recentes na
Farmacologia e na Biotecnologia abriram as fronteiras do campo da Biomedicina que exigia
materiais com bioatividade, biocompatibilidade, ¢ em muitos casos, a existéncia de um
estagio intermediario entre as duas, a biodegradabilidade. A existéncia de materiais
poliméricos biodegraddveis € altamente requerida para aplicagdes in vivo, tais como sistemas
controlados de liberagdo drogas e recuperagido de tecidos danificados (CATO ¢ LAKSHMI,
2006).

A descoberta de polimeros biodegradaveis a partir de polimeros bioinertes foi
considerada um avango significativo na Ciéncia dos Biomateriais. Polimeros biodegradaveis
sdo aqueles que se degradam in vitro e in vivo na presenga de fluidos corporais. O critério
basico de sele¢do de um polimero biodegradavel para ser utilizado como um biomaterial é que
seus produtos de degradagdo devem ser atoxicos, ¢ que a taxa de degradagio e as
propriedades mecénicas do material devem corresponder ao pretendido para a aplicagfo, A
maior vantagem dos polimeros biodegradaveis em comparagio com polimeros bioinertes é de
que uma vez implantados, evita-se a necessidade de um segundo procedimento cirlirgico para
sua remogao.

Além disso, a biodegradacdo pode oferecer outras vantagens em curto prazo nas
aplica¢bes médicas, como por exemplo, em aplicagdes ortopédicas, onde implantes metalicos
mecanicamente incompativeis, por levarem ao desgaste do osso; enquanto implantes
biodegraddveis transferem essa carga lentamente ja que se degradam. Da mesma forma em
sistemas de liberagdo controlada de drogas, o controle da cinética da liberagfio de drogas €
possivel através da variagdo da taxa de degrada¢do da matriz polimérica (CATO e
LAKSHMI, 2006).

Polimeros biodegradaveis podem ser classificados com base em sua origem em:
naturais e sintéticos. Polimeros naturais parece ser a escolha Gbvia para aplicagdes
biomédicas, devido a sua excelente biocompatibilidade. No entanto, polimeros naturais nfo

foram totalmente explorados na drea biomédica, devido as desvantagens increntes associadas,
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tais como o risco de infecgdo viral, antigenicidade, instabilidade do material e variagdes
significativas das propriedades. Polimeros sintéticos, por outro lado, oferecem enormes
vantagens sobre polimeros naturais devido a sua facilidade de sintese, o que proporciona aos
polimeros sintéticos um leque amplo de propriedades com excelente reprodutibilidade. Além
do fato da taxa de degradagdo desses polimeros serem conhecida e determinada pelo seu tipo
de estrutura (CATO e LAKSHMI, 2006).

Tem havido um grande interesse na aplicagdo de diversos polissacarideos em
algumas 4reas médicas e mesmo farmacéutica, podendo real¢ar-se o desenvolvimento de
agentes de contraste para aplicag@io em imaginologia médica, sistemas de liberagéo controlada
de farmacos, hidrogéis ¢ mesmo bioadesivos. Este incremento no uso dos polissacarideos
como biomateriais deve-se ao fato destes compostos apresentarem na sua estrutura grupos
funcionais como grupos hidroxilicos primérios e secunddrios, grupos aminicos e grupos
carboxilicos. Qualquer destes grupos pode ser usado para promover a derivatizagdo quimica
das moléculas ou a ligagfio a estas de ligantes especificos. Desta forma, a molécula natural
pode ser modificada, as suas caracteristicas quimicas ¢ fisicas alteradas e a sua aplicabilidade
especifica melhorada.

QOutras vantagens da aplicagio dos polissacarideos como biomateriais incluem: a
grande variedade de compostos, densidade proxima dos meios bioldgicos ¢ a sua
biocompatibilidade. A histéria dos polissacarideos como biomateriais inicia-se em 1959,
quando um derivado de celulose encontrou a sua primeira aplicagdo biomédica. Outros
polissacarideos se seguiram ¢ agora compostlos como a quitina e a sua derivada quitosana, a
inulina, e o dextrano, entre outros, encontram multiplas aplica¢cdes médicas (FERREIRA e

GIL, 2006).

2.2 Compositos

Os compositos compreendem uma classe de materiais que a cada dia ganha mais
importdncia tecnologica. Quando um material € preparado usando materiais de naturezas
distintas ¢ gerado um composito. A preparagido de materiais compositos visa imprimir novas
propriedades aos materiais. Sendo um material multifasico, um compédsito exibe além das
propriedades inerentes de cada constituinte, propriedades intermediarias decorrentes da
formagdo de uma regido interfacial (NETO, 2006).

As fases dos compésitos sdo chamadas de matriz (que pode ser de trés tipos:

cerdmica, polimérica ¢ metalica) e a fase dispersa (geralmente fibras ou particulas que servem
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como carga). A matriz geralmente € um material continuo que envolve a fase dispersa. As
propriedades do compésito sdo uma jungdo de fatores como a geometria da fase dispersa,
distribuigdo, orientagdo e também da compatibilidade interfacial entre os constituintes da
mistura. E necessario que haja uma afinidade entre os materiais que serdo unidos, pois devem
trabalhar juntos respondendo aos esforgos fisicos do meio. Por isso é muito importante
conhecer as propriedades quimicas e fisicas dos diferentes materiais que serdo unidos. De
modo particular, as propriedades das interfaces (ou superficies) destes materiais
(CALLISTER, 2008).

O sistema 4alcool polivinilico/vidro bioativo pode levar a preparagio de
nanocompositos (com dimensdes na faixa de nandémetros, nm - 10°m) com bioatividade
(biodegradabilidade) controlada. O alcool polivinilico € um polimero solavel em 4gua (e
consequentemente no ambiente fisiolégico) e esta sendo cogitado para ser usado como sangue
artificial e matriz para sistema de fornecimento de substincias quimicas no corpo (liberagfio
controlada de drogas). A produgdo de materiais com fases inorganicas submicroscépicas
inseridas em uma matriz polimérica pode ser alcangada através da sintese de nanocompositos,
também chamados de hibridos inorgénico-orgénicos (MANSUR et. al., 2012).

A possibilidade de combinagdo de entidades orgdnicas e inorganicas em niveis
nanométricos e moleculares em hibrido inorgdnico-orgdnicos capacitam a abertura de uma
série de novas oportunidades para compdsitos com propriedades e estrutura controlaveis. Tal
tipo de organizagfio estrutural em materiais sintéticos se assemelha, em grande extensio, a
estrutura presente em alguns tecidos vivos, como o 0sso, onde o constituinte inorganico
(hidroxiapatita carbonatada) e entidades orginicas (como coligeno), se interagem em
diminuta escala, formando nanofases ligadas entre si por ligagdes quimicas de primeira
ordem. Assim, a ciéncia ¢ tecnologia relacionada com hibridos inorgénico-orgénicos
potencialmente podem ser aplicadas a preparagdo de uma nova classe de materiais semelhante
estruturalmente a tecidos vivos (bionanocompésitos polimero-cerdmico) para aplicagbes
médicas e odontoldgicas (GUO et. al.,, 2011).

Como uma nova geragdo de materiais compdsitos, surgiram recentemente os
bionanocompésitos como um campo emergente entre as fronteiras da ciéncia dos matertais —
nanotecnologia — ciéncias da vida. Basicamente todos esses bionanocompositos apresentam
como fase matriz um hidrogel (mistura de polimeros naturais € dgua) e como fase reforgo
nanoparticulas cerdmicas (LIU et. al, 2007). Como caracteristica determinante, ambas as
fases precisam ser biocompativeis, j4 que estes bionanocompositos sdo utilizados em

aplicagdes médicas, tais como: preenchimentos subdérmicos (LIU et. al, 2007), liberagdo
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controlada de drogas (BILGAINYA et. al., 2010), cornea artificial (WANG et. al., 2010),
agentes cicatrizantes (RAMLI e WONG, 2011) e “scaffolds” para crescimento de
cardiomidcitos (fibras musculares cardfacas) evitando falta de irrigagdo sanguinea e
consequentemente infarto do miocardio (REIS et. al., 2012).

Dentre os polimeros naturais mais utilizados para a obtengdo de um hidrogel pode-se
destacar: polictilenoglicol (PEG) (QIU et. al., 2003), carboximetilcelulose (MA et. al., 2007),
glicerol (YU et. al.,, 2009), polialcoolvinilico (PVA) (WANG et. al., 2010) e a quitosana
(GRUMEZESCU et. al.,, 2012).

2.2.1 Carboximetilcelulose

A Carboximetilcelulose (CMC), obtida através da reagdo da celulose com
monocloroacetato de sédio (CICH;.COONa), € um hidrocoléide que contribui para formacgio
de gel, na retengéio de 4gua, além de apresentar propriedades de polieletrdlito. A presenca de
substituintes com grupos —CH,-COOH (carboxilicos) na cadeia e celulose produz um
afastamento das cadcias poliméricas e permite uma maior penetracio de dgua, conferindo a
CMC solubilidade em &gua a frio e viscosidade (ROHR, 2007). A propriedade mais
importante do CMC € a viscosidade, sendo que por possuir caracteristicas tixotropicas ¢ em
certos casos pseudopldsticas (fluido n3o Newtoniano), sua viscosidade sofre influéneias de
fatores externos, tais como: velocidade de agitagdo (cisalhamento), tempo de agitagdo,
viscosimetro, temperatura, peso molecular, regularidade da molécula ¢ numero de
substituigdes; portanto, hd que se padronizar a determinagfio de viscosidade, padronizando
todas as varidveis que nela estiverem implicadas. A viscosidade € reversivel com temperatura
e estavel a pH entre 5 el 1(ROHR, 2007).

A CMC tem uma ampla aplicagio em cosméticos e alimentos como um agente de
retengdo de dgua e de um estabilizador de dispersdo em concentragdes de 1-2%, nestas
concentragdes, ndo interfere nas propriedades organolépticas do produto a ser adicionado (YU
et. al, 2009). E fisiologicamente inerte, nfio tdxico, nfo é agente sensibilizante e sua
biodegradabilidade varia de lenta a muito lenta (NIE, 2004).

A estrutura da CMC ¢ baseada no polimero de p-(1,4)-D-glucopiranose da celulose |

de cadeia longa e peso molecular variavel (Figura 2.2).
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Figura 2. 2- Estrutura da celulose com ligagSes B-(1- 4) entre unidades de D-glucopiranose.

H
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Fonte: FERREIRA e GIL, 2006.

A estrutura da celulose permite substituigdo de trés grupos hidroxilas (OH-) em cada
molécula de glucose. Entretanto, um grau de substituigdo de 0,9 grupos OH/glucose é
suficiente para conferir as propriedades desejadas. Devido as suas propriedades, tais como:
solubilidade na agua fria € quente, aumento da viscosidade na solugéo, habilidade para formar
filme, adesividade, caracteristicas de suspensdo, retengdo da 4gua, resisténcia a 6leos,
gorduras e solventes organicos a CMC tem uma ampla gama de aplicagdes especificamente,
em processos de encapsulagdo e liberagfo de principios ativos na area farmacéutica; como
filmes comestiveis protetores, tanto na formula¢o de muitos produtos alimenticios, quanto no
melhoramento de seus processamentos na inddstria alimenticia; como agente floculante e
espessante na industria de cosméticos; como agente de liberagdo de pesticidas e nutrientes na
industria agricola (BATISTUZZO, 2002).

Em solugdes diluidas, as moléculas de CMC apresentam-se, na maior parte, estendidas
“rod-like”, devido a repulséo cletrostatica presente ao longo da cadeia principal do polimero,
apresentando um maior raio hidrodindmico. Em solu¢des concentradas as moléculas de CMC
se enovelam, ocorrendo o emaranhamento, alcangando a forma de gel termo reversivel. A

Tabela 2.3 apresenta algumas informagdes referentes as propriedades e aplicages da

carboximetilcelulose (ROHR, 2007).

Os derivados de celulose, soliiveis em agua, caracterizam-se por serem compostos que
apresentam aplicagdes tecnologicas importantes. A maior parte deles ¢ substituida
ionicamente e, dependendo do grau de substitui¢éio do polimero, pode conferir a estrutura,

propriedades fisico-mecdnicas especificas para uma determinada aplicagio.
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Tabela 2. 3- Carboximetilcelulose e suas principais caracteristicas.

Preparacio ¢ Modificagio quimica, celulose, dcido monocloro-acético, hidréxido de sédio, dgua,
: 20-100°C,sob agitagio continua..

Cristalinidade: amorfo

Tm =250°C

Material termorrigido

Soldvel em agua

Atacavel por micro-organismos

Propriedades

Aplicagdes Cosméticos: espessante em logdes, xampus, ete.
Alimentos: espessante em preparagdes dietéticas

Tintas: espessante em emulsdes aquosas

Nome comercial

Tylose

Fonte: ROHR, 2007,

Por exemplo, a carboximetilcelulose (CMC), pode ser utilizada em varias areas da

medicina: componentes de hemostasias {Surgicel®), vasos sanguineos artificiais (Basyc®),

substitutos tempordrios de pele (Biofill®) (ROHR, 2007).

O preparo de solugdes de carboximetilcelulose sddico (CMC) em 4dgua ocorre em duas
etapas: dispersdo do po e dissolugdo do pd na agua. O carboximetilcelulose sdédico (CMC) é
facil e rapidamente dissolvido ao dispersar-se convenientemente o pd, despejando-o continua
e vagarosamente sob vigorosa agitagdo, evitando com isso a formagdo de aglomerados
(grumos) que dificultam a dispersio e consequente dissolu¢do. Convém observar que quanto
maior a viscosidade do meio, maior deverd ser o cuidado no momento da dispersio do
carboximetilcelulose sodico (CMC) (NIE, 2004).

No preparo de solugdes, a dgua pode ser fria, porém, no caso de prepararem-se
solugdes com concentragdes acima de 2%, recomenda-se que a agua seja pré-aquecida a 50°C.
Outro método consiste em dispersar o po ou os granulos em dgua fervente, fortemente agitada
e em seguida adiciona-se dgua fria complementar, ainda sob-boa agitagdo, até ter-se a solugio
desejada. Quando for necessdria uma rapida dispersio € aconselhdvel pré-umedecer o
carboximetilcelulose sddico (CMC) com um liquido orgénico miscivel em dgua, como por
exemplo, o etanol, metanol, glicerol, acetona, etc. Duas ou trés partes de liquido por parte de

carboximetilcelulose sodico (CMC) ja sdo suficientes (NIE, 2004).
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2.2.2 Glicerina

Glicerina ou glicerol sfio verbetes que designam o 1,2,3-propanotriol, conforme a
nomenclatura JUPAC, ilustrado na Figura 2.3.

Figura 2. 3- Férmula quimica estrutural plana da glicerina (C3H803) onde cada carbono comporta um
grupamento hidroxila.
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As propricdades organolépticas da glicerina incluem, além do sabor doce, o aspecto
de liquido viscoso, inodoro e incolor, nas condigdes ordinarias.

A glicerina € um polialcool, presente em todos os dleos e gorduras de origem animal
¢ vegetal em sua forma combinada a dcidos graxos como o dcido oléico, estedrico, palmitico e
laurico resultando na molécula de triacilglicerol. O glicerol combinado faz parte das
membranas celulares de todas as células animais ¢ vegetais, na forma de fosfolipidios.
(CAMPBELL, 2006). _

A presenca de uma hidroxila em cada um de seus carbonos lhe confere propriedades
singulares, pois apresenta facilidade em formar pontes de hidrogénio — ligagdes
intermoleculares significativamente fortes, e justifica seus pontos de fusdo (17.8°C) e de
ebuligdo (290°C) relativamente altos, se comparados aos de outras substincias de peso
molecular semelhante. De forma andloga, ligagdes intermoleculares com outras substincias
portadoras de hidroxila prenunciam a miscibilidade com essa natureza de compostos, como o
sdo a dgua e o etanol, nos quais apresenta solubilidade infinita. Em verdade, as caracteristicas
moleculares da glicerina nfio apenas a torna soluvel em 4gua como faz dela uma substincia
extremamente higroscopica, conferindo-lhe agfio umectante. Utiliza-se ainda como solvente ¢
agregador de consisténcia. Solugdes diluidas de glicerina sdo susceptiveis de fermentagio
bacteriana em glicois, acidos e/ou gases. (CASTELLO, 2009).

O glicerol ¢ reconhecido como scguro para o consumo humano desde 1959 pelo
FDA, podendo ser utilizado em produtos distintos para os mais diversos propdsitos nas areas:
alimenticia (24%); médica, hospitalar, cosmética (40%) e farmacéutica (7%); industrias do
tabaco, téxtil, do papel, de tintas e resinas (18%); de lubrificantes de maquinas e outros

(11%). (FAIRBANKS, 2009).
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2.2.3 Hidroxiapatita (HAp)

Os ossos e dentes humanos sdo compostos por uma fase mineral de fosfato de célcio
denominada apatita, que se apresentam sob a forma de cristais com tamanho inferior a 100nm.
A hidroxiapatita sintética (HAp) é uma ceramica quimicamente equivalente a apatita
biolégica. A HAp é um material sintético mais indicado para a reparagdes 6sseas devido a sua
estabilidade sob condig¢des in vivo, alta biocompatibilidade, excelente condutividade 6ssea e
alta capacidade para promover proliferagdo de osteoblastos (KALITA e VERMA, 2010).

A formula quimica da hidroxiapatita estequiométrica é Ca;o(PO4)s(OH)s, ilustrada na
Figura 2.4, com razdo Ca/P igual a 1,67. Porém composi¢des estaveis podem ter esta razdo

estendida entre aproximadamente 1,5 e 1,75.

Figura 2. 4- Esquema ilustrativo da estrutura cristalina da hidroxiapatita (HAp).

atomos azuis - Ca
atomos amarelos - O
atomos verdes - OH
atomos vermelhos - P

A célula unitaria dos cristais de HAp podem apresentar tanto uma estrutura
cristalografica monoclinica, com quatro unidades da férmula por célula unitiria como
hexagonal, onde a transi¢do de fase monoclinica para a estrutura hexagonal ocorre a 370°C. A
HAp com estrutura hexagonal apresenta os seguintes parametros de rede:a=b=10,943 nme ¢
= (0,688 nm., e contém 10 ions célcio em sitios ndo equivalentes, quatro no sitio I (Ca I) e seis
no sitio II (Ca II). Os ions calcio no sitio I estdo alinhados em colunas, enquanto os ions
céalcio do sitio II estdo em triangulos equildteros perpendiculares ao eixo ¢ da estrutura. Os
cations do sitio | estdo coordenados a 6 dtomos de oxigénio pertencentes a diferentes
tetraedros de PO, e também a 3 outros atomos de oxigénio distantes.A existéncia de dois
sitios de ions calcio traz consequéncias importantes para a HAp, pois suas propriedades
estruturais podem ser afetadas dependendo do sitio ocupado pelo cation (KALITA e VERMA,
2010).
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A estrutura da hidroxiapatita permite substitui¢des catidnicas e anidnicas isomorfas
com facilidade. O Ca®" pode ser substituido por cétions metalicos tais como o Pb*",Cd*",
Cu®, Zn®", Sr*', Co™, Fe*', etc.; os grupos fosfatos por carbonatos e as hidroxilas por
carbonatos, fluoretos e cloretos. Essas substituigdes podem alterar a cristalinidade, os
parametros de rede, as dimensdes dos cristais, a textura superficial, a estabilidade e a
solubilidade da estrutura da hidroxiapatita (MAVROPOULUS et al, 2002).

Do ponto de vista biologico, o flior ¢ uma das impurezas mais importantes da
hidroxiapatita dos tecidos calcificados. Na hidroxiapatita de ossos e dentes, os carbonatos
ocupam sitios dos ions fosfato e dos fons OH™ em uma razdo de 10:1. Nas carboapatitas
sintéticas do tipo A, os ions carbonato localizam-se em canais e ocupam os mesmos sitios que
os ions hidroxila. Nas carboapatitas do tipo B, os ions carbonato ocupam os sitios dos ions
fosfatos. As carboapatitas do tipo B tém composi¢do similar ao tecido dsseo e dentario. O
grupo carbonato ndo altera a cristalinidade da hidroxiapatita, mas pode acelerar os processos
de dissolugdo da estrutura, o que € verificado nas caries dentédrias e nos processos de
reabsorg¢do dssea (SILVA, 2006).

Além da sua ocorréncia biolégica, a hidroxiapatita pode ser sintetizada em
laboratério por reagdes de estado solido e por métodos umidos. As sinteses no estado solido
requerem altas temperaturas, mas o material obtido é muito cristalino e geralmente
estequiométrico (fragdo molar Ca/P de 1,67). Os métodos imidos sdo divididos em trés
grupos: precipitagdo, método hidrotermal e os métodos secos, obtendo-se materiais com
diferentes morfologias, estequiometria e diferentes cristalinidades.

Diferentes métodos quimicos empregados na obtengdo da HAp: emulsio (SONODA
et. al., 2002), sol-gel (BEZZI et. al., 2003), mecanoquimico (MOCHALES et. al., 2004.),
micro-ondas (KALITA e VERMA, 2010), gravitacional (NATHANAEL et. al., 2011) ¢
rea¢do de combustdo (GHOSH et. al., 2011), reagdes de estado s6lido (método cerdmico de
mistura de 6xidos) (PRAMANIK et. al.2007), coprecipitagio(PEREZ et. al, 2012) e
precipitagdo(RAMESH et. al.,2012).

Entre esses métodos, o método de precipitagdo € um dos mais utilizado para a
obtengdo da HAp devido principalmente ao seu baixo custo e simplicidade (RIGO, 2007).

Os métodos comerciais de precipitagdo normalmente utilizados para preparar HAp
baseiam-se nos métodos de Rathje e também no de Hayek e Newesely. O primeiro consiste
na adi¢o gota a gota de acido fosforico (H3PO4) em uma suspenséo sob agitagdo de hidréxido
de calcio [Ca(OH)2] em 4gua, enquanto o método de Hayek e Newesely consiste na reagéo

entre nitrato de calcio (Ca(NO);) e fosfato de amonio (NH4OH). O precipitado formado €

| UFCE/RIRLINTRCAIRA]
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posteriormente filtrado, lavado, seco, e entdo moido até ficar um po fino de alta pureza. Este
método tem como grande atrativo para obtengéo de HAp o fato de gerar como subproduto da
reagdo somente dgua (RIGO, 2007).

No método de precipitagdo a temperatura de preparagio nio excede os 90°C, logo
simples e de facil executabilidade. Podem ser preparados cristais de dimensdes nanométricas
do tipo agutha, lamina e bastdes (exibem 4rea de maior superficie e melhor bioatividade que
blocos maiores de cristais; melhoram a calcinabilidade pela redugio na temperatura de
calcinagio e aumentam a densificagio). No entanto, as condigdes técnicas de execugdo do
preparo requerem acurdcia e precisdo, pois influenciam diretamente a estequiometria, razio
Ca/P e cristalinidade da HAp. Tendendo a resultar HAp de baixa estequiometria.
(MOBASHERPOUR et. al., 2007).

Dentre os parametros do processo que merecem especial aten¢do, pode-se citar o pH,
temperatura de obtengdo, concentragdo molar dos reagentes, taxa de adigdo dos reagentes,
tempo de envelhecimento, e temperatura de calcinagdo. O tempo de envelhecimento ¢ a
cinética de reagfo sfo varidveis criticas para a pureza e caracteristicas cristalograficas do
material obtido. O tempo de envelhecimento prolongado e altas temperaturas favorecem
alcangar razdes Ca/P da HAp estequiométrica de 1,67 e altas cristalinidades, enquanto que
processos mais rapidos a temperatura ambiente, utilizando reagentes concentrados, mostram
valores da razdo Ca/P proximos a 1,55 e baixa cristalinidade. A rdpida precipita¢do durante a
titulagio da solugdo de fosfato em solugdo de calcio pode levar a uma falta de homogeneidade
quimica no material obtido. J4 uma titulagdo lenta e com solu¢bes diluidas garante um
produto final estequiométrico € mais homogéneo quimicamente. (HENCH e WILSON, 1999;
FONSECA, 2007).

A HAp produzida por precipitagio apresenta-se como agregados {(~1-100pm)
constituidos de cristais primdrios pequenos (<lpm). (FONSECA, 2007).

A hidroxiapatita de calcio foi sintetizada pelo método de precipitagdo (RIGO, 2007), o
qual consiste na adigéio gota a gota de acido fosférico (H;PO4) em suspensio sob agitagdo de
hidréxido de céleio [Ca(OH).] em dgua, de forma a estabelecer a relagdo estequiométrica de
Ca/P = 1,67de acordo com calculo descritos no APENDICE A.

A HAp ¢ soluvel em solucdes dcidas, enquanto que em solugdes alcalinas ela se
apresenta insoluvel, € fracamente soluvel em dgua destilada. Porém, a solubilidade da HAp
em agua destilada aumenta com a adigio de eletrélitos. Além disso, a solubilidade da
hidroxiapatita modifica-se na presenga de aminoacidos, proteinas, enzimas e outros

compostos organicos. Contudo, a taxa de solubilidade depende diretamente da forma,
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porosidade, tamanho de cristal, cristalinidade, defeitos, etc. Através dos diferentes métodos de

preparo, pode-se obter hidroxiapatita praticamente absorvivel ate ndo absorvivel em meios
fisiologicos (RIGO, 2007).

2.3 A Dermatologia

Dermatologia ¢ a especialidade médica que se ocupa do diagnostico e tratamento
clinico-cirurgico das doengas que acometem o maior 6rgdo do corpo humano — a pele, tendo
em média dois metros quadrados de drea em um individuo adulto. A especialidade engloba
ainda as doengas que acometem os anexos cutdneos: cabelos e unhas, bem como as mucosas
(ex: boca e genitais).

A Dermatologia atua em todos os processos fisiopatologicos que envolvem a pele:
desde simples infec¢des, reagdes autoimunes e inflamatorias (internas ou externas), e tumores.

A Figura 2.5 ilustra os diversos fatores externos que podem influenciar em respostas

na pele.

Figura 2. 5- A pele e os fatores externos.
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Fonte: SLOMINSKI e WORTSMAN, 2000.

Nos seres humanos, a pele é o 6rgdo de maior superficie e funciona como uma

barreira bioldgica que separa a homeostase interna do meio externo. E organizada em trés
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camadas interdependentes entre as quais se distribuem os anexos cutdneos: glandulas
sudoriparas écrinas e apocrinas, unidades pilossebéceas e unhas. Esses estratos sio descritos
como: epiderme € a camada mais superficial e consta de epitélio escamoso, estratificado e
queratinizado que, devido as caracteristicas do estrato corneo, desempenha o papel de barreira
(BELDA JR et. al. 2010). A Figura 2.6 ilustra a pele e suas camadas.

Figura 2. 6- As camadas do 6rgdo cuténeo.
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Fonte: ATLAS DE DERMATOLOGIA, SBD, RGR Publicagdes S.A., 2012.

Derme — camada média — ¢ composta por tecido conjuntivo fibroso, filamentoso e
amorfo com fungdes de sustentagdo, alojando redes vasculares, nervosas, células e receptores
sensitivos. A derme ¢ dividida em duas regides funcionais separadas pelo plexo vascular
subpapilar: a derme papilar, que se localiza acima do plexo e a derme reticular, que se
encontra abaixo.A derme papilar (Figura 2.7) estd justaposta a epiderme, se molda a ela e
apresenta projegdes em formas de dedos, denominadas papilas dérmicas, que se intercalam
com as cristas epidérmicas. As papilas possuem componentes nervosos e vasculares que
nutrem a epiderme, aumentam a superficie de contato com esse epitélio e facilitam o
intercambio de moléculas entre esses tecidos. (SORRELL e CAPLAN, 2004).
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A derme papilar se diferencia da reticular na organizagdo e composi¢do de sua matriz
extracelular. Nela, os feixes de colidgeno s3o finos, estdo pouco organizados, contém
basicamente colageno do tipo 1 e do tipo Il e raramente sdo encontradas fibras elasticas
maduras. A derme reticular é a regido dominante da derme e estende-se desde o plexo
vascular subpapilar até a hipoderme. Diferentemente da derme papilar, essa regido ¢ composta
principalmente por fibras de colageno grossas que se organizam em uma rede de feixes entre
tecidos, em que predomina o coldgeno do tipo IV. Nessa regido sdo identificadas fibras
elasticas maduras e ramificadas que se dispdem em volta dos feixes de coldgeno
(FREEDBERG, et. al. 2003; SORRELL e CAPLAN, 2004).

Figura 2. 7- Derme papilar ¢ derme reticular.

Fonte: ATLAS DE DERMATOLOGIA, SBD, RGR Publicagdes S.A.. 2012.

A hipoderme ou gordura subcutdnea é a camada mais profunda, cujo componente

principal é o adipocito ou célula gordurosa e serve como amortecimento as camadas
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superficiais e é uma fonte de energia por sua reserva de lipideos. A hipoderme faz limite com
a derme reticular. A Figura 2.8 ilustra caracteristicas do tecido celular subcutaneo.

Os adipdcitos agrupam-se em pequenos lobulos que estdo separados por septos de
tecido conjuntivo, onde circulam os vasos sanguineos que nutrem a regido, 0s nervos € os
vasos linfaticos. Nos seres humanos, os depositos de gordura concentram-se no tecido adiposo
subcutdneo e no tecido da cavidade intraperitoneal. E por esse motivo que a hipoderme
representa um reservatorio de energia. Os depositos de gordura formam-se durante toda a
vida, devido ao actimulo de lipideos nos adipdcitos ou pela proliferagdo dos adipdcitos
existentes e se distribuem de modo diferente no individuo masculino e feminino (Figura 2.8).
A hipoderme possui importancia estética, ja que define os contornos corporais. Ainda tem
propriedades de: isolar do frio, amortecer as outras camadas da pele e permitir que essas
tltimas se deslizem sobre os planos profundos (GUYTON et HALL, 2006).

Figura 2. 8- Distribui¢do da hipoderme no homem e na mulher.

Fonte: ATLAS DE DERMATOLOGIA, SBD, RGR Publicagdes S.A., 2012.

A pele esta permanentemente exposta a diferentes agressdes. A integridade desse

6rgdo depende em grande parte do sistema imunologico cutineo. Esse sistema € composto por
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diferentes células sentinelas, como as células dendriticas, os linfocitos T de memoria, os
mastocitos e os macrofagos. As células dendriticas — como as células de Langerhans da
epiderme ou as células dendriticas da derme apresentam os antigenos que entram em contato
com a pele aos linfocitos T virgens nos ganglios linfaticos que a drenam. Apos esse encontro,
os linfocitos T virgens transformam-se em linfocitos T de meméria. Durante essa transigdo, os
linfécitos T expressam moléculas que lhes permitem entrar nos 6rgdos diferentes do tecido
linfatico, como a pele. Quando os antigenos apresentados previamente participam de algum
processo que afeta a pele, os linfocitos T de memodria os reconhecem mediante seus
receptores, ativam-se e sintetizam substédncias efetoras como as citocinas, esquematizadas na
Figura 2.9 (BELDA JR et. al., 2010).

Figura 2. 9- Pele como drgdo imunoldgico.

Fonte: ATLAS DE DERMATOLOGIA, SBD, RGR Publicagdes S.A., 2012

A pele isola 0 meio interno dos estimulos flutuantes do exterior e sua fungdo
principal é a prote¢do (Figura 2.10). Apresenta duas barreiras que contribuem em grande parte
com essa fungdo: a cornea e a meldnica. A barreira cornea resguarda os queratinocitos vivos

dos estratos subjacentes, e os lipideos intercelulares nesse nivel impedem a perda excessiva de

| URCG/BIBLIOTECA/BC]
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agua, o que € importante para preservar a integridade da pele e evitar a desidratagio.
(GUYTON et. HALL, 2006)

A descamagao constante na superficie epidérmica é um mecanismo contra a abrasio
mecdnica e a invasdo por microrganismos. A barreira meldnica protege contra as queimaduras
solares, a fotocarcinogénese e o fotoenvelhecimento causados pela radiagdo ultravioleta (UV).
A radiagdo UVB ¢ a responsavel pelas queimaduras solares. Quando elas ocorrem, a pele se
torna eritematosa devido a liberagdo de prostaglandinas por parte dos queratindcitos lesados.
Apos alguns dias surge o bronzeado caracteristico que ocorre pelo fato da radiagio UVB
estimular a sintese de melanina pelos melandcitos. Esse pigmento ¢ distribuido nos
queratinocitos, absorve a radiagdo UV e evita o aumento da lesdo no DNA nuclear. Dado que
a pele apresenta receptores especializados e terminagdes nervosas livres, é um dos orgdos que
participa da percep¢do sensorial e ¢ um mecanismo de defesa contra os agentes nocivos do
meio ambiente (CASEY, 2002).

Figura 2. 10- Fungdes da pele.

Fonte: ATLAS DE DERMATOLOGIA, SBD, RGR Publicagdes S.A., 2012.

A pele participa da regulagdo da temperatura corporal devido a sua estrutura, que
aloja os receptores térmicos — de calor e de frio —, as glandulas sudoriparas écrinas, e uma

importante rede vascular. Esse orgao elimina o calor pela evaporagdo, convecg¢do e radiagdo.
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Na evaporagdo participam as glindulas sudoriparas écrinas que transportam o suor para a
superficie cutdnea, onde finalmente evapora. Esse mecanismo ¢ importante quando a
temperatura ambiente ultrapassa os 30°C. A perda de calor por convecgio e radiacdo depende
de mudangas no fluxo sanguineo cutdneo. Por meio da reagio de vasodilatagio aumenta o
fluxo sanguineo local, com convecgdo do calor dos 6rgdos internos e dos musculos estriados
para a superficie cutdnea. A pele ¢ preservada do frio pelas propriedades isolantes da
hipoderme e conserva o calor pela da reagdo de vasoconstri¢do. Por outro lado, esse 6rgio
desempenha fungdes enddcrinas por ser o local da ativagio de diferentes hormdnios (como a
conversio de testosterona em 5-diidrotestosterona ou estradiol, e de T4 em T3) ¢ participa da
sintese de vitamina D3. (PASSLICK-DEETJEN ¢ BEDENBENDER-STOLL, 2005).

A Cirurgia Dermatologica ¢ uma area de atuagio que abrange procedimentos
diversos, capazes de remover ou modificar a pele e o tecido celular subcutineo, sejam eles
diagnésticos, cirurgicos, cosmiatricos ou oncologicos. Dentre os procedimentos realizados,
destacam-se; cirurgia e procedimentos a laser, criocirurgia, remo¢io de tumores e sinais
benignos, eletrocirurgia, peelings e preenchimentos, cirurgia Micrografica de Mohs, cirurgia
de unha e transplante de cabelos utilizando o que existe de mais moderno em terapéutica
médica (SBCD, 2012).

O conhecimento ¢ dominio sobre anatomia, fisiologia da face e envelhecimento sdo
imprescindiveis na pratica didria da cirurgia dermatolégica, considerando a presenga de
importantes estruturas vitais vasculo-nervosas e musculares, as quais devem ser poupadas de
lesGes em virtude do risco de sequelas definitivas ¢ irreversiveis, bem como reconhecer as
alteragdes Gsseas, musculares ¢ adiposas fisioldgicas advindas da idade para o manejo mais
adequado, cirtrgico ou nfio, mas que garanta um aspecto final mais proximo do natural.

O preenchimento cutineo € uma técnica utilizada para a corregdo de sulcos, rugas e
cicatrizes. Consiste na injecfo de substdncias sob a area da pele a ser tratada elevando-a e
diminuindo a sua profundidade, com consequente melhora do aspecto. A técnica,
desenvolvida por dermatologistas, pode ser realizada no consultdrio, sendo um procedimento
rapido e que, na maioria das vezes, ndo necessita nem mesmo de anestesia. Para pessoas mais
sensiveis, se desejado, podem ser utilizados anestésicos topicos, sob a forma de cremes,
aplicados 30 a 60 minutos antes do preenchimento, para atenuar a sensa¢fo da picada da
agulha. A técnica é muito utilizada para atenuar o sulco nasogeniano (aquele que se acentua
com o sorriso € vai do canto do nariz ao canto da boca) ou os sulcos ao redor dos labios.

(GLOGAU, 2012).
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Também ¢ usada para aumento labial, corregdo de cicatrizes de acne e reposigdo
volumétrica em 4reas do corpo onde ocorre perda de gordura com o envelhecimento (LIMA,
2012).

A Figura 2.11 ilustra os musculos presentes na face e as linhas de expressdo que

ocorrem com a idade.

Figura 2. 11- Musculos da face e as marcas de expressdo.

Galea aponeurdtica
Ventre frontal (frontalis) do misculo epicrénio

Misculo corrugador do supercilio
Parte orbital dos misculos
orbiculares do olho

Parte palpebral dos
musculos orbiculares do olho

Misculo levantador do labio
superior e da asa do nariz
Parte transversa

do misculo nasal

Miseulo levantador do

-~ Misculo auricular anterior
Parte alar do masculo nasal

Misculo orbicular da boca
Misculo depressor do dngulo da boca
Misculo depressor do 1abio inferior
Misculo platisma

Misoulo depressor do septo nasal

Fonte: NETTER, 2000.

Os preenchimentos cutaneos podem ser de dois tipos: Preenchedores temporarios e
definitivos, dentre os materiais mais utilizados estdo o acido hialurdnico e o metacrilato,
respectivamente; e Preenchedores com estimulo a produgdo de colageno pelo organismo, que
serd o responsavel pelo preenchimento das rugas, dentre estes preenchimentos, os materiais
mais utilizados sdo o acido polilitico (Sculptra™) e a hidroxiapatita de calcio (Radiesse™).
(GLOGAU, 2012).
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2.3.1 Produto Comercial Padrdo Adotado

O material adotado € um produto estéril isento de latex, ndo pirogénico, semi-éélido,
coeso quando em meio subdérmico e injetavel. Seu componente principal € a hidroxiapatita
de célcio (HAp), um material biocompativel com o corpo humano, que tem sido usado por
mais de 20 anos na medicina e que no Brasil estd sendo comercializado pelo laboratorio
Merz-Biolab em seringas descartdveis de 1,5 ml e 0,8 mL, como apresentado na Figura 2.12

(JACOVELLA, 2006).

Figura 2. 12- Material disponivel comercialmente.

Fonte: AHN, 2007.

De acordo com Jacovella (2006) a natureza semi-sélida do produto ¢ obtida por uma
suspensdo de microesferas (25 um a 45 pm de diametro) de HAp em um suporte de gel que
consiste basicamente de agua destilada, carboximetilcelulose e glicerina. A estrutura do gel é
formada pela adigdo de uma pequena quantidade de carboximetilcelulose (CMC), glicerina e
dgua, formando um hidrogel, que é dissipado in vivo e substituido por tecido mole em
crescimento, enquanto que a HAp permanece no local injetado (OWENS, 2005).

Em aproximadamente 2 a 3 meses, a carboximetilcelulose e a glicerina sdo
reabsorvidas e substituidas por coldgeno. Jacovella (2006) afirma que quando o referido
produto ¢ depositado em tecidos moles, como a derme, as particulas de HAp induzem a
formagdo de coldgeno, enquanto ocorre um colapso gradual das mesmas, até que a fagocitose
seja completamente alcangada, sem que haja calcificagdo , isto é, a HAp ¢ totalmente
biocompativel com o corpo humano, conforme esquematizado na Figura 2.13.
(JACOVELLA, 2006)

Vale salientar também que nenhuma infiltracdo d0ssea ou migragdo dos sitios de

injecdo foram observadas pela literatura (BERLIN,2008; CARRUTHERS et.al., 2008).
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As microesferas de HAp presentes no produto em discussio tém a mesma
composi¢do quimica dos constituintes inorgénicos dos dentes e 0ssos e exibem um extenso
perfil de seguranga. A biocompatibilidade da HAp tem sido testada extensivamente em
estudos pré-clinicos e demonstrou ser atoxico, ndo antigénico, ndo mutagénico, nem
irritante. Além disso, os resultados clinicos, histologicos, e de microscopia eletronica da HAp

in vivo tém atestado excelente tolerancia.(SHONO et. al., 2012)

Figura 2. 13- Produto comercial padrio adotado - efeito volumizador

Depols do tratamento:

Antes do tratamento:

A longo prazo

Fonte: BIOFORM MEDICAL,2012.

Em estudos de biocompatibilidade em implantes de HAp tém sido encontradas
minimas respostas inflamatorias e quando ocorre, sem rejei¢do e sem evidéncia de toxicidade
local ou sistémica (JACOVELLA, 2006).

O produto em questdo recebeu aprovag¢do do FDA (Food and Drug Administration)
desde 2006 (FDA, 2006) e desde entdo tem sido amplamente utilizado para vérias indicagdes:
em aumento de laringe (GRANT et al, 2008), reconstrucdo de tecidos moles (GLOGAU,
2012), e preenchimento de defeitos dentarios e maxilofaciais (HAMERSCHMIDT, 2010 e
JONES, 2009). O mesmo tem sido usado com sucesso também em urologia como um agente

regulador para tratamento de incontinéncia urinaria (MAYER et al, 2001).
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A Figura 2.14 evidencia as microesferas de HAp e os tecidos circundantes, embora

nao referencie a escala de aumento adotada.

Figura 2. 14- (a) Micrografia dtica evidenciando as microesferas de HAp circundadas por
colageno e histiécitos e (b) Micrografia eletronica de varredura evidenciando as particulas de
HAp apds 30 meses de implantagéo.

Fonte: JACOVELLA, 2006.

Este material pode ser injetado em diferentes regides faciais com o objetivo de
melhorar ou aperfeicoar algumas marcas faciais: linhas glabelares, regides malares
(bochechas), areas sob os olhos, no nariz, nos sulcos naso-labiais, comissuras orais, no queixo
e em outras areas. Nao € recomendado para a parte palpebral dos musculos orbiculares dos
olhos, porque as marcas de expressdo conhecidas como “pés de galinha™ sdo em parte uma
consequéncia da expressido dindmica, nem para aumento labial. (CENTENO, 2006).

Além disso, inje¢des deste tipo também sdo contra-indicadas para pacientes que
apresentam infec¢des cutaneas agudas ou cronicas proximas ao local a ser tratado, queldides,
distarbios hemorragicos graves, em presenga de preenchedores permanentes prévios como
silicone e PMMA, e expectativas irrealistas por parte do paciente. Os beneficios do tratamento
com o produto comercial padrdao adotado permanecem por cerca de 2 anos na maioria dos
pacientes e o tratamento ¢ eficaz e bem tolerado sem complicagdes significativas.(ANEXO

A).
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

Para a realizagdo deste trabalho de pesquisa foram utilizados os seguintes materiais:
a) Produto comercial padrdo adotado, adquirido no comércio local (descri¢io técnica do
produto se encontra no ANEXO A);
b) Hidroxiapatita de célcio (HAp) sintetizada em laboratorio pelo método de precipitagio a
partir de solugdes diluidas de acido fosforico (H3;POs) e hidroxido de calcio (Ca(OH),)
(descri¢do técnica dos reagentes se encontram no ANEXO B);
¢) Polimero anidnico carboximetilcelulose, (-RO-0O-0O-RO-)n, onde R=CH,CO,H, P.A. do

laboratorio Sigma-Aldrich;
d) Glicerina [C3Hs5(OH);], P.A. do laboratorio FMaia;

3.2 Métodos

3.2.1 ETAPA I — Obtengdo e Caracterizag¢do da HAp

A hidroxiapatita de calcio foi sintetizada pelo método amido de precipitagdo (SAERI
et. al., 2003), o qual consiste na adi¢do gota a gota de dcido fosforico (H3POs4) em suspensio
sob agitagdo de hidréxido de calcio [Ca(OH);] em dgua, de forma a estabelecer a relagio
estequiométrica de Ca/P = 1,67de acordo com calculo descritos no APENDICE A.

O Fluxograma da Figura 3.1 apresenta a sequéncia de obten¢do da HAp. Inicialmente
7,4 g de hidroxido de calcio [Ca(OH):] foram dissolvidos em 100 ml e 6,84 mL de acido
fosforico (H3PO4) foram dissolvidos em 93,16 mlL de dgua deionizada, respectivamente. A
solugdo de hidroxido de calcio foi submetida a agitagio constante por 30 minutos até atingir a
temperatura de 80°C. Em seguida a esta mistura de hidroxido de calcio, adicionou-se 60mL da
solu¢do de H3PO4 previamente preparada, gota a gota, na velocidade de 2ml/min,
permanecendo sob agitagdo por cerca de 50 minutos, até atingir uma viscosidade, na forma de
uma pasta seca e areada. Depois de seco, o material permaneceu em estufa por 24 horas a uma
temperatura de 110°C. O produto resultante da secagem foi triturado em almofariz de agata,
peneirado em malha 100 mesh (149 um), obtendo-se a amostra designada por HAp e
caracterizada por DRX (confirmando a presenca de HAp monofasica), EDX, FTIR, DG e

MEV. Posteriormente, a amostra como sintetizada - HC, foi calcinada a 900°C/2h e a
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1100°2h e caracterizadas por DRX com objetivo de avaliar a influéncia da calcinagdo na

morfologia e na fase da HAp sintetizada e consequentemente alterar a preparagdo dos

compoésitos. As amostras

apos calcinagdo foram designadas por HC9 e HCII,

respectivamente. As amostras de HAp sintetizada e apés calcinagdo foram caracterizadas por

EDX, FTIR e MEV e utilizadas para preparar as formulagdes dos compositos.

Figura 3. 1- Fluxograma para obten¢do da HAp.

100 ml dgua
deionizada +
Ca(OH)2

749 —y —

50 min
30 min sob agitagao a 80°C agitacao
110°C / 24h
—— : &

HC

Caracterizagio:

DRX, EDX, FTIR,
DG e MEV

Fonte: PROPRIA, 2013
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3.2.2 ETAPA II - Obtengdo ¢ Caracterizagdo dos Hidrogeis e dos Compésitos Hidrogel/HAp
3.2.2.1 Preparagéo dos Hidrogéis e dos Compositos

Para obtenglo dos compositos de hidrogel/HAp experimentais (70% de hidrogel e
30% de HAp) foi necessdrio inicialmente obter-se apenas os hidrogéis, com a finalidade de
determinar qual a concentragdo adequada de dgua, glicerina(GL) ¢ carboximetilcelulose
(CMC) seriam necessdrias para adquirir um hidrogel rigido, com resisténcia mecénica e
fluidez necesséria para ser ejetado em uma seringa de 1 mL, e posteriormente comparar com
as caracieristicas fisico-quimicas do hidrogel polimérico comercial adotado. Estabeleceu-se
aleatoriamente utilizar um volume total de 25 mL do liquido (4gua e/ou glicerina) do volume
total do liquido, de forma a misturar adequadamente em um Becker de 50 mL, e fixou-se a
concentragdo de carboximetilcelulose em 1g (4%) e a concentragiio de HAp em 7,5g (30%)
para o volume de 25 mL. As composi¢oes testadas dos precursores para obtengdo do hidrogel

polimérico e dos compésitos experimentais estdo descritos na Tabela 3.1.

Tabela 3. 1 - Composiges iniciais dos hidrogéis e dos compdsitos de hidrogel/HAp estudados.

Gel Agua Glicerina Carboximetilcelulose HC HCY
experimental destilada {mL) {® . (g) ()
{mL)

Cl 2500 0 e 1,00 ——— o

C2 18,75 6,25 1,00 ——- ——

C3 12,50 12,50 1,00 — —_—-

C4 6,25 18,75 1,00 —- -

o J—— 25,00 1,00
GHC 18,75 6,25 1,00 7.5 ———-
GHC9 18,75 6,25 1,00 - 7.5

Fonte: PROPRIA, 2013

A literatura recomenda o uso da CMC em cosméticos e alimentos como um
agente de retengdo de agua e de um estabilizador de dispersdo em concentragdes

de 1%-2% (YU et. al., 2009). Porém, neste trabalho a quantidade fixa de CMC foi

utilizada no seu percentual superior ao recomendado pela literatura, visando obter-se um

hidrogel viscoso e com trabalhabilidade adequada a aplicagdo dermatoldgica. No caso da HAp
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a quantidade usada de 30% foi a recomendada pelo fabricante do produto comercial padrio

adotado.

O fluxograma da Figura 3.2 ilustra o procedimento de obtengdo dos hidrogéis e dos

compositos.

Figura 3. 2- Fluxograma para obtengdo dos hidrogéis e dos compdsitos de hidrogel/HAp.

agua destlada e ou ghcerma Pesagem de | g de carboxametilcchilose

Pulverizacio lenta do p¢ da carboxmneticehulose
a agua destlada ¢ ou ghcerma. aguecidos ¢ sob
agitagdo moderada para evitas formagdo de grumos Obteng 3o do hudrogel ¢ calcmada 2 900°C sob agitagdo
.

Pulverizagio de HAp seetizada

A
obtengdo de compostos hadrogen HAp

Composgo Hudrogel H(

Fonte: PROPRIA, 2013

Para preparacdo dos hidrogéis, inicialmente foi medido 25 mL do liquido (4dgua e/ou

glicerina), agitado magneticamente em uma placa de aquecimento modelo BIOSTAR até atingir
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50°C e posteriormente adicionado lentamente 1,0g de carboximetilcelulose, sob agitagio
moderada por 2 h para evitar formagdo de grumos, obtendo-se o hidrogel Seguidamente,
adicionou-se lentamente 30% das HAp (HC ¢ HC9) ac hidrogel, que corresponde ao volume
total do liquido de 25 mL. Manteve-se sob agitagdo constante por 2 h em um agitador
mecdnico Fisaton 712. Apds a obtengdo dos compdsitos, estes foram ejetados na seringa de |
mL do fabricante do produto comercial adotado e avaliados quanto a fluidez, viscosidade

visual ¢ tempo de sccagem.

3.2.3 ETAPA 1II - Caracterizagéo

3.2.3.1 Difracéio de Raios X— DRX

As andlises de difragdo de raios X foram conduzidas a temperatura ambiente em um
equipamento Shimadzu (XRD-6000) a 40 kV e 30 mA, radiagio CuKa = 1,54 A, no intervalo
de varredura de 20, entre 0 a 80 graus, a uma taxa de 2°/min. Esse ensaio foi realizado no
Laboratdrio de Ca.racterizac;ﬁo Engenharia de Materiais da UFCG.

O célculo de tamanho de cristalito Dy foi determinado para as reflexdes basais

principais do material em estudo usando a equagéo (1) de Scherrer (AZAROFF, 1964).

ki
eos (1)

(24

Sross

Dy = Dijr =

Onde & € o coeficiente de forma do ponto da rede reciproca (0,9-1,0), A é o comprimento de
onda do CuKa (1,54 A) e 8¢ o angulo de difragdo. O pardmetro f3 foi corrigido utilizando a

seguinte equagdo (2):

e -
£= ‘jﬁe;p-'gi;ﬁs: ’ (2)

Onde S € a largura instrumental extraida de uma amostra padrio que tenha um tamanho de
particula muito grande (~6 pm), ¢ fexp € a largura experimental da amostras a ser analisada. O
padrdo utilizado fo1 o boreto de lantdnio (LaBg NIST).

O tamanho de cristalito foi calculado a partir das linhas principais de alargamento de
raios X por meio da deconvolugdo do pico de difragdo secundario do silicio policristalino

(utilizado como padrio), usando-se a equagdo de Scherrer (KUNGLE et al, 1962).
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Os pardmetros de rede foram obtidos por meio da rotina DICVOL91 for Windows,
disponivel no pacote de programas FullProff (LOUER et al, 1993). A cristalinidade dos pos
obtidos por reaglo de combustdo foram determinadas por meio da razdo entre a 4rea integrada
dos picos de difragdio da porgfio cristalina e a area integrada da fragdio amorfa, usando o

software Crystallinity fornecido pelo fabricante do difratdmetro, “Shimadzu®.

3.2 3.2 Andlise Ouimica por Fluorescéncia de Raios X por Enereia Dispersiva — EDX

O espectrometro de fluorescéncia de raios X é um instrumento que determina
quantitativamente os elementos de numero atdmico acima de 20, em forma de oxidos
presentes em uma determinada amostra. Isto € possivel através da aplicagdo de raios X na
superficie da amosira ¢ a posterior analise dos fluorescentes raios X emitidos. A analise semi-
quantitativa dos componentes quimicos presentes nas amostras foi determinada por
espectroscopia de raios-X, num equipamento modelo EDX-720, da marca SHIMADZU. Para
0 ensaio foram preparadas amostras na forma de pastilhas de 20 mm de didmetro. O ensaio foi
realizado no Laboratério de Caracterizagdo de Materiais, da Unidade Académica de

Engenharia de Materiais da Universidade Federal de Campina Grande, Campus I,

3.2.3.3 Espectroscopia na Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier — FTIR

A radiag¢@io infravermelha corresponde & parte do espectro eletromagnético entre as
regides do visivel e das micro-ondas. A porgdo de maior utilidade para a analise de grupos
funcionais de estruturas orgéinicas e inorgdnicas estd situada entre 4000 e 400 cm’!. A
espectroscopia no infravermelho fornece evidéncias da presenca de vérios grupos funcionais
das estruturas devido a interagdo das moléculas ou dtomos com a radiagdo eletromagnética em
um processo de vibragdo. As ligagdes que constituem as moléculas e grupamentos de dtomos
estdo em constantes movimentos axiais e angulares. Os espectros de FTIR das amostras foram
coletados em pastilhas de KBr a 1%, usando um espectrdmetro Shimadzu Spectrum BX —
Perkin Elmer, entre 4000 e 400cm™,com excegio do produto comercial adotado e dos
compositos hidrogel/HAp que a varredura foi de 4000 ¢ 650 em’, com resolugdio de 4cm™ ¢
20 varreduras do Laboratorio de Caracterizagdo de Materiais, da Unidade Académica de

Engenharia de Materiais da Universidade Federal de Campina Grande, Campus [.
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3.2.3.4 Distribuicdo Granulométrica — DG

A técnica da distribuigdo granulométrica € utilizada para determinar o tamanho das
particulas, ou mais especificamente, a distribui¢iio dos diferentes tamanhos de particulas em
uma amostra através da difragdo de raio laser. Para a realizagio da determinagio da
distribuigdo granulométrica das amostras estudadas, os pos foram desaglomerados em peneira
malha 325 (abertura de 44 um), dispersos em agua destilada com ultrassom durante §
minutos. Posteriormente estas foram levadas para a analise no equipamento Malven, modelo
Mastersize 2000 do Laboratdrio de Caracterizagio de Materiais, da Unidade Académica de
Engenharia de Materiais da Universidade Federal de Campina Grande.

Esta técnica s0 se¢ emprega para andlises de compostos na forma de pés, dai a nfo

empregabilidade desta para a andlise do produto comercial padrdao adotado.

3.2.3.5 Microscopia e Eletrdnica de Varredura — MEV

A caracterizagdo de materiais por microscopia eletrdnica de varredura permite a
observagdo da morfologia das particulas e/ou aglomerados das amostras em questdo, bem
como também observar a topografia da superficie das mesmas. Para a analise morfologica das
amostras estudadas foi utilizado um microscopio eletrénico de varredura de bancada, modelo
XL30 FEG SEM, marca Philips, pertencente ao Departamento de Engenharia de Materiais da

Universidade Federal de Sdo Carlos.

3.2.3.6 Consisténciag Experimental Visual

Sabe-se que a viscosidade ¢ uma propriedade inerente aos fluidos, correspondente ao
transporte microscépico de quantidade de movimento por difusdo molecular. Qu seja, quanto
maior a viscosidade de um fluido, menor serd a velocidade com que este se movimenta. O
centipoise ¢ a unidade de viscosidade mais usada devido ao fato de que a agua tem uma
viscosidade de 1,0020 cp (centipoise) a 20 °C,

A determinacdo da viscosidade experimental das amostras de bionanocompositos
hidrogel/HAp idealizada, considerando a definigdo acima, seria realizada utilizando-se o
seguinte procedimento: sobre um vidro de reldgio posicionado em uma balanga com quatro
casas decimais de precisdo, seria depositada uma massa igual a 1g da amostra, com o auxilio

de uma seringa descartavel graduada de 10mL de volume e seria observada a quantidade de
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mililitros do produto que seriam necessarios para obter-se esta massa de lg. Desta forma,
seria determinada a viscosidade da amostra em centipoise, partindo-se do principio de que 1
poise = 100 centipoise = 1 g/(cm-s). Todavia, em virtude de uma seringa de 1,5ml do material
adotado importar RS 640,00 (prego na distribuidora Prescrita em 12/08/2012) sem definir
gramatura por mL, inviabilizou-se a proposta previamente descrita.

Assim sendo, adotamos uma ilustragdo (Figura 3.3) do proprio fabricante em seu
encarte promocional (ANEXO A) como parametro visual de consisténcia, onde o gel
comercial aparece dispensado diretamente da seringa em forma de espiral, de modo a obter-se

aspecto semelhante com as amostras dos compdsitos hidrogel/HAp em estudo.

Figura 3. 3- Consisténcia do produto comercial padrao adotado no encarte do fabricante.
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Fonte: ANEXO A, 2012.

Adotou-se como padrdo o montante equivalente a 0,1ml do produto comercial e
mensurou-se em balanga de precisdo de 4 digitos modelo AY 220 Max 220g d = 0,1 mg da
marca SHIIMADZU com o objetivo de definir sua gramatura no referido volume e designar,
assim por amostragem, um pardmetro secundario, onde deve-se obter valores correlatos ao
mensurar-se iguais quantidades de 0,1 mL das amostras dos compdsitos hidrogel/HAp em
questdo (GHC e GHC90). Demonstrando, com isso que as composigdes criadas estdo em

conformagdo com a composi¢do do produto comercial adotado.
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Figura 3. 4- Mensuragdo 0,1ml do produto comercial padrio adotado em balanga de precisio.

Fonte: PROPRIA, 2013

3.2.3.7 Tempo de Secagem

O tempo de secagem ¢ uma propriedade importante uma vez que este indica o tempo
no qual o produto comercial padrdo adotado e as amostras dos compositos hidrogel/HAp
obtidos tomam consisténcia e entdo ndo podem mais ser manipulados.

Para a determinagio do tempo de secagem das amostras estudadas, tomou-se por
base uma aliquota de 0,1 mL das amostras de GHC, GHC9 E RD acondicionadas sobre uma
superficie lisa e plana. Estas, por sua vez, mantiveram-se a temperatura ambiente com
circulagdo natural de ar. Monitorou-se hora a hora até que as aliquotas das amostras
estivessem secas (rigidas), de tal forma a determinar o intervalo de cada item isoladamente,
onde o resultado do tempo de secagem do produto comercial adotado passa a ser o pardmetro

a ser atingido pelas amestras dos compdsitos aqui pesquisados.

Figura 3. 5- Modelo experimental do tempo de secagem.

Fonte: PROPRIA, 2013
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RESULTADOS E DISCUSSOES
4.1 Etapa I- Caracterizagio da HAp

A Figura 4.1 ilustra os difratogramas de raios X obtidos para as amostras de HAp
sintetizada (HC), HAp calcinada a 900°C (HC9), ¢ HAp calcinada a 1100°C (HC11).
Mediante o espectro de difracdo de raios X para as amostras HC, HC9 e HC11, verifica-se
que foi possivel a obtengdo da hidroxiapatita de calcio utilizande o método de precipitagio e
apos calcinacdo a 900°C e 1100°C/2h. Isso foi comprovado pela presenga de picos
correspondentes apenas a fase Gnica da hidroxiapatita [Ca;s(PO4)s(OH);] apresentada nos
difratogramas de raios X de acordo com a ficha JCPDS 89-6437 (ANEXO C).

Figura 4. 1- Difratogramas de raios X: (a) padrdo JCPDF 89-6437, (b) HAp como sintetizada (HC), {¢) HAp
calcinada a 900°C (HC9), e (d) HAp calcinada a 1100°C (HC11).
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Fonte: PROPRIA, 2013
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Angalisando os difratogramas de raios X, verifica-se que as amostras HC9 ¢ HC11,
apresentaram comportamentos semelhantes a amostra HC que ndo foi calcinada. Porém, pode-
se inferir que o tratamento térmico ocasionou um aumento na cristalinidade da HAp. Isto &
verificado pela redugdio da largura basal dos picos € aumento na intensidade. |

A Tabela 4.1 apresenta os resultados para a cristalinidade e o tamanho de cristalito
das amostras HAp sintetizada (HC), e ap6s calcinagdo a 900°C (HC9) ¢ 1100°C (HC11),
respectivamente. Observa-se, que a amostra HC apresentou um tamanho de cristalito de 28
nm e cristalinidade 86%. Enquanto, as amostras calcinadas apresentaram tamanho de cristalito
e cristalinidade de 52 nm e 98%; 77 nm e 97%, respectivamente Desta forma, a hidroxiapatita
calcinada a 900°C apresentou um aumento do tamanho de cristalito ¢ da cristalinidade em
torno de 46% e 12%, quando comparado com a hidroxiapatita sem a calcinagio; enquanto, a
hidroxiapatita calcinada a 1100°C apresentou um aumento no tamanho de cristalito € na

cristalinidade de 64% e 11% superior a hidroxiapatita.

Tabela 4. 1 - Cristalinidade e tamanho de cristalito para as amostras HAp como sintetizada (HC) e apds
calcinagdo a 900°C e 1100°C .

Amostras Cristalinidade (%) Tamanho de cristalito para reflexao dg;y; (nm)
HC 86 28
HCY o8 52
HC1l 97 77

Fonte: PROPRIA, 2013

Com base nestes resultados, verificou-se que a calcinagdo alterou mais
significativamente o tamanho do cristalito, mantendo a cristalinidade com valores proximos,
tanto na amostra sem calcinar como apos calcinagdo e que nio houve alteracdo na fase, .
indicando que é possivel obter a HAp mesmo sem calcinagfio e que a fase € estavel
termicamente. Desta forma, o aumento da temperatura de calcinagio de 900°C para 1100°C,
ndo sc¢ faz necessario, visto que visa-se preparar os compositos com uma HAp com tamanho
em escala nanométrica, cristalina e estavel termicamente.

Considerando-se os argumentos antcriores, escolheram-se para o preparo dos
compdsitos de hidrogel/HAp as condigdes que forneceram "a HAp os menores valores de
tamanho de cristalito, sendo estas encontradas nas HAp sem calcinar ¢ calcinada a 900°C.

A Tabela 4.2 apresenta os valores experimentais da analise semi-quantitativa dos oxidos
presentes nas amostras de HAp sintetizada (HC) e HAp calcinada a 900°C (HC9)
determinados por EDX.
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Tabela 4. 2 - EDX das amostras de HAp.

HC
Oxidos % Tedrica % Experimental
P,0s 42,38 48,50
Ca0 55,83 47,80
H,;O 1,79 n.d.
Si0, - 3,56
Sr0 - 0,12
Fe,O; - 0,02
Relagio CaO/P,0s 1,32 0,98
HCY
Oxidos % Tedbrica % Experimental
P»0; 4238 47,60
CaO 55,83 43,70
H;O 1,79 n.d.
5i0, - 3,46
K, - 0,23
Relagio CaQ/P,0s 1,32 1,02

Fonte: PROPRIA, 2013

Os calculos tedricos do percentual de cada oxido presente para a HAp sc encontram no
APENDICE A. Todos os reagentes utilizados para a sintese da HAp possuem grau de pureza
98%, isto significa que 2% sdo de impurezas, relatadas pelo fabricante como residuos de
cloreto, sulfato, ferro, calcio, magnésio, potassio, sodio, niquel, chumbo, zinco ¢ cobalto
(ANEXO B).

De forma geral, em face dos resultados, notou-se que os valores experimentais foram
proximos aos valores teéricos calculados, tanto para as amostras de HAp sem e apos
calcinagdo, indicando que possuem em sua composi¢des principalmente os dxidos de fosforo
e de calcio.

Comparando-se as amostras de HC e HC9, verifica-se que a calcinagdo reduziu as
impurezas. Analisando-se o pardmetro de estequiometria, relagdo de CaO/P,0s os valores
experimentais das amostras HC e HC9 foram inferiores ao valor tedrico estimado. Estas
diferencas entre os valores experimentais e 0s valores teéricos podem ser explicadas com base
nas seguintes consideragdes:

e Presenca das impurezas, oriundas dos precursores utilizados para a preparagdo da HAp

(hidréxido de calcio e acido fosforico) relatados no ANEXO B.

e O percentual de 6xidos demonstrados no ensaio de fluorescéncia de raios X utiliza um
balango de massa estequiométrico entre os teores de 6xidos existentes na amostra, ou

seja, os teores de SiO,, SrO, Fe;03 ¢ K20 estdo presentes nas amostras devido aos
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precursores utilizados na preparagdo das mesmas, de modo que as quantidades dos
oxidos esperados sdo balanceadas para atingir o total de 100%. Além do mais, a
analise ¢ semi-quantitativa, o que ndo indica exatiddo dos valores calculados. Assim
sendo, a andlise permite, de forma geral, uma identificagido dos 6xidos ou elementos
existentes nas amostras.

¢ Na composi¢do teorica da hidroxiapatita tem-se presente um percentual de agua de
1,79%, e no caso das amostras sintetizadas possivelmente este percentual deve ser
inferior, pois as amostras de HAP passaram por etapas de secagem a 110°C e
calcinagdo a 900°C/2h, respectivamente.

A Figura 4.2 ilustra os espectros de FTIR obtidos para as amostras de HAp como

sintetizada (HC) e HAp calcinada a 900°C (HC9).

Figura 4. 2- Espectros de FTIR das amostras HC (a) e HC9 (b).
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Fonte: PROPRIA, 2013

Verifica-se mediante os espectros das amostras HC ¢ HC9, a presenca de bandas
correspondentes a ligagdo O—H da hidroxila, ao grupo COs™ dos carbonatos e ao grupo PO4"
dos fosfatos. Porém, nota-se que devido a calcinag¢do a 900°C a banda da OH centrada em 726

cm’, ndo estd mais presente.
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Todas as bandas encontradas nas amostras estdo de acordo com as observadas por
Sharma et. al. (2012), quando estudaram a sintese de hidroxiapatita nanocristalina pelo
método da precipitagdo e a funcionalizagdo com édcido amino, e por Leeke et. al. (2012),
quando estudaram o efeito das condi¢des de processamento na obtengdo de nanoparticulas de
hidroxiapatita. Também as bandas encontradas nas amostras estdo de acordo com a literatura
especializada de caracterizagdo de materiais por FTIR (SILVERSTEIN et al., 2007).

A Tabela 4.3 apresenta os grupamentos quimicos e suas respectivas vibracdes
obtidas a partir dos espectros de FTIR das amostras HC e HC9.

Tabela 4. 3 - Grupamentos quimicos e suas respectivas vibragdes observadas nas amostras de HC.e HCO.

Amostra Grupamentos quimicos Vibragio (em™)
OH 3571 ¢ 726
COs™ 1661 e 1384
BG PO 1055, 962, 594 ¢ 495
OH 3565
CO;™ 1642, 1437 e 884
HCY PO,™

1068, 962, 594 ¢ 475

Fonte: PROPRIA, 2013.

A Figura 4.3 ilustra os graficos da distribuigdo granulométrica obtida para as
amostras de HAp sem e apds calcinagdo a 900°C.

Figura 4. 3 - Distribuicdo granulométrica das amostras de HAp estudadas: (a) HC e (b) HC9.
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Fonte: PROPRIA, 2013.

Observa-se mediante as curvas de distribuigdo granulométrica das amostras HC e

HC9 uma distribuicio estreita de tamanho de aglomerados (Dsp) bimodal, com tamanho

| URCG/RIRLITTRrA TR

.
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médio de 9,5 e 10 um, respectivamente. Este formato da distribui¢do de particulas da HAp
também foi observado por Jiao et al. (2012), quando estudaram a sintese e caracterizagdo da
HAp preparada pelo método spray-dry, porém com tamanhos de aglomerados na faixa de 2 a
40 um. Pode-se também observar que a calcinag¢do a 900°C ocasionou um leve estreitamento
da distribui¢do com uma aumento em torno de 5 % no tamanho médio dos aglomerados.

Comparando os valores de aglomerados com os valores reportados por Lecke et. al.
(2012), que foi de 5 um quando estudaram o efeito das condigdes de processamento na
obtengdo de nanoparticulas de hidroxiapatita pelo método sol-gel, verifica-se que o método de
precipitagdo possibilitou a obteng@o de aglomerados com tamanho superior. Por outro lado, os
valores reportados neste trabalho estdo na mesma ordem de grandeza de tamanhos de
aglomerados e com distribuigdo bimodal semelhantes aos resultados reportados por Nakazato
et al. (2012), quando obteve a HAp pelo método de pirdlise seca em leito fluidizado, cujo
tamanho variou entre 5 a 50 pm.

As Figuras 4.4 ¢ 4.5 ilustram as micrografias obtidas por microscopia eletronica de

varredura para as amostras de HAp sintetizada (HC) e HAp calcinada a 900°C (HC9).

Figura 4. 4 - Micrografias da amostra HAp sintetizada (HC), em duas escalas diferentes: (a) 10 um e (b) 1 pm.
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Fonte: PROPRIA, 2013.

Analisando as micrografias exibidas na Figura 4.4a, observa-se que a amostra de HAp
sem calcinar (HC) é formada por aglomerados moles, com formato irregular esponjoso e
contendo porosidade interparticula. Na Figura 4.4b, observa-se que os aglomerados sdo

formados por particulas muito pequenas interconectadas.
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Figura 4. 5 - Micrografias da amostra HAp calcinada a 900°C (HC9), em duas escalas diferentes: (a) 10 ym e
b) 1 pm.
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Fonte: PROPRIA, 2013.

Com relagdo a amostra da HAp calcinada a 900°C (HC9), verifica-se pela Figura
4.5a, que ¢ formada de aglomerados moles, de formato irregular arredondados, com aspecto
de flocos porosos e constituido de particulas finas interligadas. Baseada na Figura 4.5b,
observa-se que os aglomerados sdo constituidos por microesferas de particulas de
hidroxiapatita interconectadas por forcas fortes de ligagdo (algumas particulas apresentam
inicio de pré-sinterizagdo - formagdo de empescogamento), com tamanho inferior a 0,5 pm de

didmetro.

4.2 Etapa II- Aspectos Visuais dos Hidrogéis e Caracterizagio dos Compdsitos

A Figura 4.6 ilustra os hidrogéis obtidos sem a presenca da HAp. Na Figura 4.6a do
hidrogel C1, composto por 100% de agua (25 mL) e 4% (1g) de carboximetilcelulose,
verifica-se que apds a mistura, tem-se a presenga de um hidrogel com boa resisténcia
mecanica e boa fluidez (suficiente para ser ejetado utilizando-se seringa de 1 mL). Porém
como este hidrogel, ndo contém a glicerina, reagente que precisa ser adicionado por fazer
parte da composi¢do do produto comercial padrdo (ANEXO A), foi adotado como referéncia
para preparar os demais hidrogeis com a glicerina. Para os hidrogéis seguintes, a quantidade
de carboximetilcelulose foi mantida fixa, e variou-se aleatoriamente a quantidade de glicerina

para os 25 mL estabelecidos como volume total da mistura.
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Figura 4. 6 - Aspectos visuais e tateis das amostras dos hidrogéis experimentais: (a) C1, (b) C2, (¢) C3. (d)C4 e
() C5.

Fonte: PROPRIA, 2013.

De acordo com a Figura 4.6b, verifica-se que o hidrogel C2, composto por 75% (18,75
mL) de dgua, 4% (1g) de carboximetilcelulose e 25% (6,25g) de glicerina apresentou aspecto
de gel, com fluidez e resisténcia mecanica adequada para ser ejetado da seringa de 1 mL, ou
seja, excelente maleabilidade e manuseio.

Na Figura 4.6c¢, verifica-se que o hidrogel C3, composto de 50% (12,5 g) de agua, 4%
(1g) de carboximetilcelulose e 50% (12,5g) de glicerina, apresentou um aspecto endurecido,
com maior resisténcia mecanica, mas com baixa fluidez ao ser ejetado da seringa. Para o
hidrogel C4 (Figura 4.6d), composto de 25% (6,25 g) de agua, 4% (lg) de
carboximetilcelulose e 75% (18,75g) de glicerina, verificou-se que o mesmo ficou muito
rigido (duro), de forma que ndo foi ejetado da seringa com facilidade e baixa fluidez. Por fim,
preparou-se o hidrogel apenas com 100% (25 mL) de glicerina e 4% (lg) de
carboximetilcelulose, hidrogel C5 (Figura 4.6¢) e verificou-se que 0 mesmo ndo apresentou
aspecto de gel, com colora¢do turva ou opaca e apresentagio visivel de grumos. Logo,
conclui-se que a 4gua tem suma importancia na formagédo do gel.

Assim, considerando-se os aspectos visual e tatil dos hidrogeis C1 a C5, levando-se
em conta que ainda necessitava-se acrescentar 30% de seu peso de HAp e ainda assim, manter
o aspecto de fluidez (viscosidade) e resisténcia mecénica capaz de ser ejetado, deslizando-se
suavemente, utilizando seringa de I1mL, decidiu-se pelo hidrogel C2 como o hidrogel ideal
para se preparar os compositos com 30% de HAp sem e apos calcinagdo a 900°C.

A Figura 4.7 ilustra o hidrogel C2 e os demais compésitos obtidos com30% das amostras de

HAp sem e apds calcinagdo de 900°C, que sdo os compositos GHC e GHC9, respectivamente.
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Figura 4. 7 - Aspectos visuais ¢ tateis das amostras dos hidrogéis experimentais: (a) C2, (b, ¢) GHC e (d. e)
GHC9.

Fonte: PROPRIA, 2013.

Observando a Figura 4.7b, verifica-se que apo6s a adi¢do da HAp sem calcinar, o
hidrogel mantém seu aspecto de gel com fluidez e coloragdo branca. Na Figura 4.7¢c, observa-
se que o composito formado GHC ¢ ejetado utilizando seringa de ImL com facilidade,
apresentado boa fluidez (viscosidade) e adequada trabalhabilidade. O mesmo comportamento
e aspecto foi observado para o composito preparado com 30% da HAp apos calcinagdo de
900°C, (Figura 4.7e). Obtidos os compositos acima citados, avaliaram-se entdo suas
viscosidades mediante seus aspectos visuais comparados com a viscosidade visual relatada
para o produto comercial adotado de acordo com o catalogo do fabricante (ANEXO A) como

ilustrados na Figura 4.8.

Figura 4. 8 - Viscosidade experimental das amostras de hidrogel/HAp: (a) comercial adotado, (b) GHC e (c)
GHC9.

Fonte: PROPRIA, 2013.

Verifica-se que o hidrogel/HAp comercial padrdo adotado (Figura 4.8a) quando
ejetado forma um perfil de hélice, mantendo a forma sem romper-se da seringa, o que indica
boa resisténcia mecdnica, boa fluidez e viscosidade adequada do hidrogel. Para os demais

compésitos GHC e GHCO (Figura 4.8b e 4.8¢), verificam-se 0s mesmos comportamentos e
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caracteristicas, ou seja, que os hidrogéis sdo ejetados da seringa moldados, mantendo suas
formas e sem romperem-se da seringa, indicando fluidez e resisténcia ao perfil helicoidal
sugerindo uma viscosidade semelhante ao produto comercial adotado, conforme informagdes
do fabricante contidas no ANEXO A. O hidrogel/HAp preparado com a HAp sem calcinar
apresentou comportamento semelhante ao hidrogel/HAp com a HAp calcinada a 900°C.

A Figura 4.9 exibe o peso equivalente a 0,1 mL do hidrogel/HAp comercial padrdo
adotado e dos hidrogeis/HAp experimentais (GHC e GHC9). Esta caracteristica é importante
para visualizar que em 0,1 mL do material tem-se aproximadamente o mesmo valor em
gramas, o que permite inferir que os hidrogeis/HAp experimentais tém caracteristicas
semelhantes ao hidrogel/HAP comercial.

Assim, na Figura 4.9a, verifica-se que 0,1 mL do hidrogel/HAp comercial possui
0,1607g, enquanto que os hidrogeis/HAp experimentais GHC e GHC9 apresentaram valores
de 0,1453 e 0,1469¢g, respectivamente nas figuras 4.9b e 4.9c. Isto indica, que o hidrogel/HAP
comercial € 8,58% um pouco mais denso que os hidrogeis/HAp experimentais, ou seja, o

hidrogel/HAP comercial possui maior massa por volume de material.

Figura 4. 9 - Mensuragdo do volume de 0,1 mL do hidrogel/HAp comercial e experimentais: (a) produto
comercial adotado, (b) GHC e (c) GHC9.

Fonte: PROPRIA, 2013.

Apesar da pequena diferenga em gramas observadas entre os hidrogeis/HAP comercial
e experimentais, verifica-se que os dados corroboram entre si indicando uma boa semelhan¢a

entre os hidrogeis/HAp experimentais e o comercial.
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A Figura 4.10 ilustra o tempo de secagem para o produto comercial adotado. Observa-
se que o hidrogel/HAp comercial foi ejetado no tempo inicial de 14:27 h e no tempo final de
16:09 h este encontrava-se completamente seco a temperatura ambiente, apresentando aspecto
rigido e quebradi¢o, de modo que ndo pode ser manuseado. O tempo de secagem total a

temperatura ambiente de 0,1 mL do referido produto foi em torno de 01:40 hs.

Figura 4. 10 - Tempo de endurecimento do volume 0,1 mL do produto comercial adotado: (a) tempo inicial e (b)

tempo final.

tr = 16:09

Fonte: PROPRIA, 2013.

A Figura 4.11 ilustra o tempo de secagem para os hidrogeis/HAp experimentais (GHC
e GHC9). Verifica-se que o tempo inicial que os hidrogeis/HAP foram ejetados iniciou em
15:40 h e foi deixado secando até as 7:20 h do dia seguinte. Porém, verificou-se que os
hidrogeis/HAp experimentais ndo secaram totalmente, persistiram moldaveis além de 24
horas (Figura 4.11b).

Diante destes resultados pode-se observar que tanto as amostras do composito
preparado com a HAp sem e apds calcinagdo a 900°C apresentaram comportamento
semelhante ao hidrogel/HAp comercial adotado, indicando, deste modo que ambas as
amostras dos compdsitos podem ser utilizadas para estudos in vitro e in vivo de forma a

verificar seus comportamentos biologicos.
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Figura 4. 11 - Tempo de endurecimento das amostras GHC e GHC9: (a) tempo inicial e (b) tempo final.

45 40

Fonte: PROPRIA, 2013.

A Figura 4.12 ilustra os difratogramas de raios X obtidos para as amostras dos
compositos hidrogel/HAp comercial (RD) e experimentais (GHC) e calcinada a 900°C
(GHC9). Pode-se observar a presenga da fase unica da hidroxiapatita [Ca;o(PO4)s(OH):] de
acordo com a ficha JCPDS 89-6437, para os compositos hidrogel/HAp comercial e
experimentais.

Para hidrogel/HAp comercial, observa-se no difratograma de raios X picos bem
definidos e de largura basal semelhantes a largura basal observada nos espectros das amostras
de HAp calcinadas a 900 e 1100°C, indicando, que a preseng¢a do hidrogel, que é um material
amorfo, praticamente ndo interferiu nas linhas do espectro. Isso é um indicativo que a
particula de HAp comercial é cristalina e possivelmente formada por aglomerados de
microparticulas, de modo que a presenga do hidrogel envolve os aglomerados, porém a
parcela amorfa do hidrogel no compésito formado pouco interfere nas linhas de difragdo do
espectro da HAp. Esta possibilidade estd coerente com as informagdes fornecidas pelo
fabricante no rotulo do Radiesse”, que indica que é composto por 30% de microesferas
(escala de particulas em micrémetro) de HAp e 70% do hidrogel (ANEXO A).

Analisando os espectros dos compositos de hidrogéis/HAp preparados com as
amostras de HAp sem e apos calcinagdo a 900°C (GHC e GHC9), observa-se que as linhas de
difragdo sdo bem mais largas, quando comparadas com a largura basal do hidrogel/HAp
comercial. Indicando que para estes compdsitos, a presenga do hidrogel (material amorfo)
interferiu mais acentuadamente nas linhas de difragdo do espectro da HAp. Isto,
possivelmente ocorreu devido a HAp utilizada para preparacio dos compésitos de

hidrogéis/HAp experimentais serem constituidas de aglomerados de particulas nanométricas,
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€, neste caso, a presenga dos 70% do hidrogel amorfo que comp®em os compésitos interferem

no espectro de difragdo da HAp.

Figura 4. 12- Difratogramas de raios X dos compositos de hidrogel/HAp comercial e experimental; (a) padrao
JCPDF 89-6437 da HAp, (b) compdsito RD, {c) compésito GHC, e (d) compésito GHC9).
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Fonte: PROPRIA, 2013

A Tabela 4.4 apresenta os valores de cristalinidade e tamanho de cristalito para os
compdsitos hidrogel/HAp comercial e experimental. Verifica-se uma redugéo de 71 e 23% na
cristalinidade, e uma redugdo de 88 e 82% no tamanho de cristalito dos compositos
preparados com a HAp experimental sem e com calcinagdo a 900°C em comparagdo com a
amostra do compodsito comercial. Estes resultados indicam claramente a interferéncia do
hidrogel amorfo no espectro de difragdo dos compositos experimentais, em consequéncia das

particulas nanométricas das HAp utilizadas.
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Tabela 4. 4 - Cristalinidade e tamanho de cristalito para os compdsitos hidrogel/HAp comercial (RD) e
sintetizados (GHC) e calcinada a 900°C (GHC9).

Amostras Cristalinidade (%) Tamanho de cristalito para reflexiio dg;y (nm)
RD 93 73
GHC 27 9
GHC9 72 13

Fonte: PROPRIA, 2013.

O hidrogel causou um aumento na largura dos picos, 0 que interferiu no célculo do
tamanho de cristalito, que esta relacionado com a largura e meio altura dos picos de difragio,
causando a diminuigdo no tamanho do cristal. Entretanto, em virtude da HAp utilizada ser a
mesma, o tamanho do cristal deveria permanecer 0 mesmo. Todavia, verifica-se que a
presenca do hidrogel (formado por carboximetilcelulose e glicerina), um material amorfo,
interferiu nas propriedades estruturais do material, aumentando a largura dos picos e
diminuindo a intensidade, consequentemente, o tamanho do cristal ¢ a cristalinidade
diminuiram,

Verifica-s¢ também, que o tamanho de cristalito ¢ a cristalinidade do compdsito
comercial ¢ equivalente ao tamanho de cristalito e cristalinidade da amostra de HAp calcinada
a 1100°C, sem presenca do hidrogel (Tabela 4.1). Isto € mais um indicativo que a amostra do
composito comercial ¢ formado por aglomerados de microesferas de HAp, ou seja, as
particulas da HAp sintetizadas e calcinadas a 900°C sio mais finas (nanométricas) quando
comparadas com as particulas da HAp para obter 0 compdsito comercial.

A Tabela 4.5 apresenta os valores experimentais da andlise semi-quantitativa do produto
comercial padrio adotado (RD), e para os compésitos hidrogel/HAp preparados com a HAp
sintetizada (GHC) e calcinada a 900°C (GHCS9) determinados por EDX.

De forma geral, notou-se que os valores experimentais foram proéximos aos valores
tedricos calculados, tanto para os compositos de hidrogel/HAp experimentais ¢ o comercial,
indicando que possuem em sua composi¢es principalmente os oxidos de fosforo e de célcio.

Para os hidrogéis/fHAp comercial e os experimentais verificou-se que a relagdo de
CaQ/P,0s apresentam valores superiores ao teoérico € que no caso do hidrogel/HAp comercial
o valor se aproxima mais do tedrico.

Esta diferenca pode ser explicada pelo fato, que a glicerina e a carboximetilcelulose
sfio compostas apenas por carbono, oxigénio e hidrogénio, € estes elementos quimicos ndo séo
detectados na andlise de EDX devido a limitagdo do equipamento que detecta apenas

elementos a partir do nimero atdmico 20, ou seja, a partir do calcio (PARREIRA et al, 2006).
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Aplicam-se aqui os esclarecimentos elencados anteriormente quanto a presen¢a de impurezas

e 0 percentual de 6xidos presentes no ensaio de fluorescéncia de raios X na pagina 57.

Tabela 4. § - EDX das amostras do RD ¢ dos compésitos de hidrogel/HAp.

RD
Oxidos %o Teobrica % Experimental
P,0s 42,38 39,21
Ca0 55,83 58,42
H,0 1,79 n.d.
Si0; - 2,38
Relagdo CaQ/P,0; 1,32 1,49
GHC
Oxidos % Tedbrica % Experimental
P.Os 4238 25,32
Ca0O 55,83 68,90
H,O 1,79 n.d.
510, - 1,92
Na;O - 3,62
SrO - 0,13
Fe, 0, - 0,06
CuO - 0,03
Relagio CaO/P,0y 1,32 2,72
GHCY
Oxidos % Tedrica % Experimental
P,05 4238 24.45
Ca0 55,83 69,45
H,O 1,79 n.d
810, - 2,06
Na;O - 3,51
K,0 - 0,27
SrO - 0,13
Fe,O; - 0,11
Relagiio CaQ/P,0; 1,32 2,84

Fonte: PROPRIA, 2013.

A Figura 4.13 ilustra os espectros de FTIR obtidos para o compdsito hidrogel/HAp
comercial (RD), e para os compositos hidrogel/HAp preparados com a HAp sintetizada
(GHC) e calcinada a 900°C (GHC9).

Verifica-se mediante os espectros para os compésitos de hidrogel/HAp (RD, GHC ¢
GHC9) que foram observadas além das bandas identificadas nas amostras de HAp, a banda
correspondente a ligagio H-O-H da agua livre adsorvida na superficie da HAp e bandas
correspondentes 4 ligagdo C—H do grupo CHj;, as quais sdo provenientes do hidrogel

composto de dgua, carboximetilcelulose e glicerina.



70

Figura 4. 13 - Espectros de FTIR dos compdsitos hidrogel/HAp comercial e experimental: (a) RD, (b ) GHC, (c)

GHC9.
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Fonte: PROPRIA, 2013.
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A Tabela 4.6 apresenta os grupamentos quimicos e suas respectivas vibragdes para os

compositos hidrogel/HAp comercial, e para os compositos hidrogel/HAp sintetizada (GHC) e

calcinada a 900° C (GHC9) obtidos a partir dos espectros de FTIR das amostras estudadas.

Tabela 4. 6 - Grupamentos quimicos e suas respectivas vibragdes observadas nas amostras dos compdsitos de
hidrogel/HAp comercial (RD) e experimentais (GHC e GHC9).

Amostra Grupamentos quimicos Vibragio (cm™)
H-O-H 3341
-CH; 2939 e 2887
RD co 1648, 1411, 890 ¢ 850
PO~ 1035 ¢ 950
H-O-H 3317
-CH; 2959 ¢ 2870
CO;™ 1615, 1451, 887, 850
GHC PO," 1067 e 944
H-O-H 3447
-CH; 2951 e 2887
CO;” 1647, 1447, 855
GHC9 PO,” 1031 919

Fonte: PROPRIA, 2013.
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As Figuras 4.14 a 4.16 ilustram as micrografias obtidas por microscopia eletronica de
varredura para as amostras para os compdsitos hidroge/HAp comercial (RD), e os

experimentais (GHC) e (GHC9).

Figura 4. 14 - Microgr

afias do produto comercial adotado, em duas escalas diferentes: (a) 10 um e (b) 1
’3‘? P . B - " ; 4

”

R - (b)
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Fonte: PROPRIA, 2013.

Para a amostra do hidrogel/HAp comercial, pode-se observar pela Figura 4.14a, que a
amostra ¢ constituida de “pellets” esféricos do gel polimérico de carboximetilcelulose e
glicerina, homogéneos bem definidas, e com uma estreita distribuigdo de tamanho, variando
de 26 a 37 pm e tamanho médio de 30 um. Em face da micrografia da Figura 4.14b, verifica-
se que os “pellets” sdo compostos por particulas de formato aproximadamente esféricos, com
uma estreita distribui¢do de tamanhos e uniformes, variando entre 0,032 a 0,66 pm e tamanho
médio de 0,31 pm.

A morfologia do hidrogel/HAp comercial, conhecido por Radiesse® foi reportado por
Jacovella (2006), quando relatou em seu trabalho as indicagdes, técnicas e resultados clinicos
do uso do Radiesse® como preenchedor facial. O autor afirma que o Radiesse® ¢ formado por
microesferas com particulas de 25 a 45um. No entanto em seu trabalho, as micrografias nio
indicam escala de aumento, que possa fornecer uma indicagdo do tamanho dos aglomerados
de hidroxiapatita observados. Apenas, ¢ indicado que o mesmo é formado pela adi¢do de uma

pequena quantidade de carboximetilcelulose, glicerina e agua, resultando em um hidrogel.

! NMAAIRINT ITAMNAL INA |
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Figura 4. 15 - Micrografias para o hidrogel/HAp utilizando HAp experimental sem calcinar (GHC), em duas
escalas diferentes: (2) 10 pm e (b) 1 um

0 Det WD Exp A spot M Yot WD Exp  F—————o .Iym
0 2000x SE 1081 G £ 3 Ma- LCE - FEG

Fonte: PROPRIA, 2013,
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Analisando-se a Figura 4.15a, observa-se que no hidrogel/HAp utilizando HAp
experimental sem calcinar (GHC), as particulas de HAp estdo envolvidas pelo hidrogel,
resultando em uma morfologia com formato de agregado denso e compacto (sem porosidade
interparticula), ou seja, as particulas parecem coladas ao hidrogel. Na Figura 4.15b, observa-
se que este agregado € constituido de microparticulas, de tamanho inferior a 0,5 pm.

Analisando a Figura 4.16a, observa-se que o hidrogel/HAp utilizando HAp
experimental calcinada a 900°C resultou na mesma morfologia do hidrogel/HAp da amostra
sem calcinar, isto €, verifica-se um agregado das particulas de HAp envolvidas no hidrogel.
Estudando a Figura 4.16b, verifica-se que o agregado ¢ também formado por microparticulas
de HAp, interconectadas, com tamanho inferior a 5 pm.

Figura 4. 16 - Micrografias do gel experimental utilizando HAp experimental calcinada a 900°C, em duas
eca}as diferntes: (a m e (b) 10 um.

7
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Fonte: PROPRIA, 2013.
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Comparando-se os hidrogéis/HAp experimentais com o comercial, observa-se que
ambos apresentaram uma morfologia de microparticulas de HAp envolvidas em um hidrogel
polimérico, diferenciando-se apenas que o hidrogel/HAp comercial possivelmente deve ter
sido submetido a um processo de otimizagdo, que resulta em microesferas de agregados de

HAp em forma de “pellets”.
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5 CONCLUSOES

De acordo com os resultados apresentados, conclui-se que:

A hidroxiapatita (HAp) foi sintetizada com sucesso, monofisica, utilizando o método
da precipitagdo por via umida direta e que a calcinagdo interferiu em alteragdes
estruturais e morfologicas.

O produto comercial foi caracterizado e foi comprovado que suas caracteristicas
avaliadas experimentalmente estdo em concorddncia com as caracteristicas indicadas
pelo fabricante.

Os compositos experimentais foram obtidos com sucesso sem e apos calcinagdo de
900°c e apresentaram entre si, apenas mudangas com relagdo ao tamanho de cristalito
e tamanho de particulas avaliadas pelo MEV; com relag@o as demais caracterizagdes, o
comportamento foi semelhante.

Os compdsitos experimentais apresentaram caracteristicas semelhantes ao produto
comercial padrdo adotado, podendo ser avaliados em estudos in vivo e in vitro para

verificar seus comportamentos biolégicos.

[mmermmriaTeas o |
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6 SUGESTOES FUTURAS

Aperfeigoar tecnicamente o hidrogel CMC+ GL.

Comparar se hd diferencas comportamentais quanto ao tamanho das particulas de
HAp empregadas: nanométricas como obtidas ou micrométricas em forma de
pellets como as do RD quando acrescidas ao hidrogel polimérico.

Estudar técnicas de uniformizagdo da HAp por Atomizador, Spray-dry e verificar
seu papel nas caracterizagGes citadas.

Estudar andlises térmicas da HAp sintetizada, calcinada em temperaturas
superiores e comercial fornecida pela JHS Biomateriais.

Caracterizar ¢ comparar compdsito gel polimérico/HAp sintetizada e/ou
sinterizada em temperaturas superiores e compdsito gel polimérico/HAp
comercial.

Avaliar in vitro a citotoxidade dos compositos gel polimérico/HAp sintetizada e/ou
sinterizada em temperaturas superiores € o gel polimérico/HAp comercial.

Avaliar in vivo a capacidade de preenchimento e durabilidade dos compésitos gel
polimérico/HAp sintetizada e/ou sinterizada em temperaturas superiores e o gel
polimérico/HAp comercial.

Indicar um produto nacional, baseados nos resultados in vitro ¢ in vivo, que s¢ja
tanto ou mais eficiente do que o produto comercial padrdo adotado com relagdo ao

preenchimento facial subdérmico.
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APENDICE A - Cilculos do percentual teérico da hidroxiapatita de cilcio (HAp)

1? Etapa:
Com base nos dados das massas molares de cada componente, calculou-se a massa

molecular total da hidroxiapatita de calcio (Ca);o(PO4)s(OH),, como descrito abaixo.
(Ca)10(PO4)s(OH), — (Ca0)10 (P205);H20

CaO = 1 mol (40,078 + 15,999) g/mol = 56,077 x 10 = 560,77 g/mol.

P20s =1 mol (2 x 30,9737 + 5x15,999) g/mol = 141,9424 x 3 = 425,8272 g/mol
H0 =1 mol (2 x 1,00794 + 15,999) g/mol = 18,0148 g/mol

M; =1004,612 g/mol

2? Etapa:
Calcula-se o valor percentual de cada o6xido que compdem a composicdo da

hidroxiapatita de calcio.

O X = Tx 100
Onde: ’ o7 M,

%Xo = percentual do 6xido
M, = massa do 6xido

M, = massa total da composig¢éo

Logo temos os seguintes resultados:

560,77 g/mol

CaO: %X, = .100 = 55,83
Faaia % X0 = {004,612 g/mol " *°
P.O: X = 425,8272 g/mol B A0
ParaP20s: % Xo = 1004612 g/ma1 - 170 = 4%
18,0148 g/mol
Para H,0: % Xo = g/mol 00— 1,79

1004,612 g/mol



ANEXO A - Figura Al-Descriciio técnica do produto comercia padrio adotado.

MINIBULA RADIESSE®. Descricao: O implante injetavel RADIESSE® consiste em um implante subdérmico e profundo,
totalmente biodegradavel. Apresentacao: Seringa preenchida com 0,8 cc, 1,3cc ou 1,5¢cc de RADIESSE® implante
injetavel {uma unidade). RADIESSE® implante injetavel consiste em aproximadamente 30% de hidroxiapatita de calcio
por volume e 70% de gel como veiculo por volume. Composto por: microesferas de hidroxiapatita de calcio (didmetro:
25-45 micron), agua esténl para injecao (USP), glicerina (USP), carboximetilcelulose de sodio (USP). Indicagoes: O
implante injetavel RADIESSE® @ indicado para cirurgia plastica e reconstrutiva, incluindo o preenchimento profundo
dos tecidos moles dérmicos e subdérmicos da area facial, e para o rejuvenescimento da mao. Contraindicagoes:
RADIESSE® implante injetavel € contraindicado nos seguintes casos: presenga de inflamacao ou infecgao aguda e/ou
cronica na area a ser tratada; para pacientes com hipersensibilidade a qualquer dos componentes da férmula; pacientes
com predisposigao a desenvolver inflamagoes na pele ou em pacientes com tendéncia a cicatrizes hipertroficas; para
pacientes comn disturbios de coagulagéo; ndo deve ser implantado na epiderme ou utilizado como substituto da
pele; na corregdo de linhas glabelares; na presenca de corpos estranhos tais como silicone liquido e outras particulas;
em areas com uma quantidade inadequada de tecido saudavel e extensamente vascularizado; em pacientes com
disturbios sistémicos que provoquem diminui¢do da cicatrizagao ou deterioragao do tecido scbre o implante.
Adverténcias: RADIESSE® implante injetavel ndo deve ser injetado em vasos sanguineos; em pacientes em uso de
4cido acetilsalicilico ou outros medicamentos que possam inibir o processo de cicatrizagao; como qualquer material
implantavel, possiveis reacoes adversas podem ocorrer, incluindo, mas nao se limitando a estes: inflamacao, infeccao,
formacao de fistulas, extrusao, hematoma, seroma, endurecimento, cicatrizagao inadequada, descoloracdo da pele e
preenchimento inadequado ou excessivo. Precaucdes: Reagdes, incluindo eritema, edema, dor, prurido, descoloragio
ou sensibilidade, podem ocorrer no local da injecdo. Esses sintomas normalmerite desaparecem espontaneamente
em um ou dois dias apos a aplicacao. Se o tratamento com laser, peeling quimico, ou outros procedimentos com base
na resposta dérmica ativa, for considerado apés o tratamento com RADIESSE?® existe um possivel risco de estimular
uma reagao inflamatbria no local do implante. O conteddo da seringa & indicado para apenas um paciente e ndo pode
ser reesterilizado. Armazenamento: A embalagem de RADIESSE® implante injetavel deve ser armazenada em local
com temperatura controlada, entre 15°C e 32°C. Nao use o produto com a data de validade expirada. Esta data esta
impressa no rotulo do produto. Descarte: seringas e agulhas usadas ou parcialmente usadaspedamaermmakmte
contaminantes e devem ser manuseadas e descartadas de acordo com as praticas médicas > regulamentagdes
oficiais. Fabricado por: Merz Aesthetics, Inc. 4133 Courtney Road, Suite 10 - Franksville, Wi 53126 US.A. Importado
e distribuido por: VR Medical Importadora e Distribuidora de Produtos Médicos Ltda Rua W'l «conj. 11,13
e B° andar, Jardim Paulista, Sao Paulo — SP- CEP 01423-010/ CNPJ: 04. 718.14%-“ SAC 0800-7703661. Resp.
Técnica: Cristiane Aparecida de Oliveira Aguirre - CRF/SP 21079. Reg. ANVISA 65.

Contraindicagoes: RADIESSE® implante injetavel & contraindicado nos casos de presenga de inflamagéo ou infecgao
aguda e\ou crénica na érea a ser tratada; panuﬁs com hpememhﬂidade a qualquer corwonante da formula.
Cuidados: RADIESSE® implante injetavel nao pode 3

acetilsalicilico, ou outros medicamentos que possam inid m&m
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ANEXO B - Reagentes utilizados na obten¢io da hidroxiapatita de calcio (HAp)

1) Hidréxido de calcio

Fabricante: Vetec Quimica Fina

Nome: Hidroxido de calcio PA

Férmula quimica: Ca(OH),

Cédigo: 363 ONU 3262

Especificagdes: Solido Corrosivo, Bésico, Organico, N.E.

Contetdo: 1000 mg

Boletim de Garantia: Teor Ca(OH); Min 95,0%
Teor de CaCO; Max 3,0%
Insoluvel em HCI Max 0,1%
Cloreto (Cl) Méx 0,03%
Compostos sulfurados com (SO4) Max 0,1%
Metais pesados Max 0,003%
Ferro (Fe) Max 0,05%

Magnésio e sais basicos (como sulfatos) Max 1,0 %

2) Acido fosférico

Fabricante: Vetec Quimica Fina

Nome: Acido Fosforico PA ACS ISSO

Férmula quimica: H3PO4

Cédigo: 1529 ONU 1805

Especificagdes: Acido, Liquido.

Conteudo: 1000 mL

Boletim de garantia: Dosagem Min 85 %
Cloreto (Cl) Max 0,0003%
Sulfato (SO4) Max 0,005%
Arsénio (As) Max 0,0001%
Cadmio (Cd) Méx 0,0005%
Cobre (Cu) Max 0,0005%
Ferro (Fe) Méx 0,001%
Chumbo (Pb) Max 0,001%
Manganés (Mn) Max 0,0005%
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Niquel (Ni) Max 0,0005%

Potéssio (K) Max 0,005%

Sédio (Na) Max 0,05%

Zinco (Zn) Max 0,001%

Acidos volateis (m Mol H") Mé4x 0,02/100g

s —
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ANEXO C - Fichas cristalogrificas e dados com o tamanho de cristalito para as

amostras estudadas

a) Fichas cristalograficas das amostras HC, HC9, RD, GHC e GHC9

Ficha cristalografica HAp

896437 Wavelength= 1.54060 c
Ca10.042(P04)5.952(0H)2.202 2s It h k 24 mt h k
Calcium Phosphate Hydroxide 10850 187 1 0 0 48729 218 2 2
16840 35 1 0 1 48120 109 1 3
18850 35 1 1 O 48674 39 2 3
Hydroxylapatite, syn 21789 B4 2 0 O 49474 304 2 1
Rad.: Cukal 1 154060  Filler: d-sp: Calculated s b il g5 ue &8
Cut off: 177 Int: Calculated I/icor: 1.08 25846 355 0 0 2 52125 115 3 0
Ref: Calculated from ICSD using POWD—12++ 28104 B85 1 0 2 52.126 40
Ref: Wilson, RM.. Elliott, 1.C.. Dowker, S.EP.. Am. Mineral.. 28971 188 2 1 0O 53139 136 0 0
84. 1406 (1598) 31.804 989% 2 1 1 53139 136 4 1
32184 508 1 1 2 54409 10 1 O
Sys.: Hexagonal 8.6 Peg/m (176) 32954 585 3 0 0 55923 49 3 2
a: 9.4081(5) b o B.8887(4) A o S0 W £ 38 e i3
a: g T Z1 mp: 38.235 2 22 0 57.144 20 3 1
ot B g Pi: A m py
2% st BE g
il st Desi 42047 56 1 3 1 60036 43 2 4
g 211 EE B3
{%{“:ﬁﬁﬁ%ﬁ’ﬁ least one SOF fmpiataible. Mut: 1008.73. gl 1400 eles e 12
Dados com o tamanho de cristalito HC
No. 2Theta d Cristalito FWHM Microdeformacio
01 10.7817 8.19910 0.3315 25.67 0.015015
02 16.8250 5.26525 0.2900 29.71 0.008328
03 21.7691 4.07932 0.2582 33.90 0.005656
04 22.8384 3.89068 0.2769 31.53 0.005800
05 25.8340 3.44593 0.2437 36.41 0.004448
06 26.4512 3.36690 0.3725 23.29 0.006796
07 28.0747 3.17578 0.2470 36.10 0.004134
08 28.9289 3.08392 0.2811 31.49 0.004603
09 30.1960 2.95734 0.2021 45.43 0.003060
10 31.1800 2.86621 0.2100 43.64 0.003087
11 31.7698 2.81434 0.3107 28.54 0.004634
12 32.1600 2.78107 0.2682 33.44 0.003909
13 32.8949 2.72060 0.3044 29.27 0.004368
14 34,0298 2.63242 0.2480 36.64 0.003377
15 35.4450 2.53049 0.2700 33.57 0.003542
16 39.2026 2.29616 0.3081 29.55 0.003652
17 39.8016 2.26297 0.3367 26.95 0.003946
18 41.9800 2.15044 0.3200 28.70 0.003522
19 43.7986 2.06528 0.2348 40.68 0.002386
20 45,2787 2.00115 0.2625 36.16 0.002601
21 46.6695 1.94470 0.2882 32.84 0.002783
22 48.0698 1.89127 0.2890 32.98 0.002695
23 48.5600 1.87332 0.3360 28.07 0.003136
24 49.4369 1.84212 0.2977 32.16 0.002692
25 50.4874 1.80623 0.2909 33.18 0.002558
26 51.2684 1.78053 0.3187 30.15 0.002776
27 52.0471 1.75571 0.2818 34.69 0.002379
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28 53,1190 1.72278 0.2643 37.55 0.002156
29 55.8504 1.64482 0.2542 40.03 0.001931
30 57.0875 1.61208 0.225( 46.84 0.001618
31 59.9614 1.54150 0.3571 28.05 0.002583
32 61.6106 1.50413 0.2863 36.37 0.001944
33 62.9760 1.47477 0.2960 35.37 0.001960
34 64.0069 1.45348 04111 24.72 0.002764
35 65.0518 1.43260 0.3610 28.70 0.002346
16 71.6523 1.31601 0.3526 31.05 0.001992
37 73.9263 1.28106 0.3007 38.30 0.001572
18 75.4755 1.25856 0.2824 4215 0.001404
19 77.0264 1.23704 0.3772 30.16 0.001927
40 78.1783 1.22167 0.2767 44.72 0.001284
41 84.2130 I.14883 0.2740 49.33 0.001094
Tamanho Médio de Cristalito <D> = 34,10 nm
Microdeformagio Média <e> = 0.003475 %
Dados com o tamanho de cristalito HC9

No. 2Theta d FWHM Cristalito Microdeformacio

01 10,6200 8.32357 0.1000 111.81 0.003499

02 10.7723 §.20623 0.2199 31977 0.009698

03 13.5934 6.50884 0.1632 56.05 0.005458

04 16.8200 5.26680 0.2960 29.08 0.008513

05 16.9600 5.22364 0.3022 28.46 0.008627

06 21.7345 4.08573 0.1975 45.51 0.004220

07 22.7870 3.89934 0.1780 51.41 0.003565

08 25.8070 3.44947 0.1848 49.63 0.003266

09 27.8200 3.20428 0.2046 44.44 0.003389

10 28.0400 3.17963 0.1756 53.09 0.002815

11 28.8667 3.09043 0.1901 48.51 0.002994

12 311072 2.87276 0.3009 29.47 0.004581

13 31.7150 2.81907 0.1802 52.22 0.002537

14 3121261 2.78393 0.1729 54.98 0.002380

15 12.8524 2.72402 0.1809 52.24 0.002451

16 340030 2.63443 0.1769 53194 0.002295

17 34.3600 2.60788 0.1688 57.23 0.002142

18 34,5400 2.59470 0.1928 4881 0.002498

19 353981 2.53374 0.2896 31.13 0.0031826

20 19.1465 229932 0.1758 55.88 0.001934

21 39.7587 2.26532 0.1838 53.09 0.002006

22 41.9473 2.15205 0.1747 57.34 0.001764

23 43.7960 2.06539 0.1920 51.59 0.001882

24 452788 2.00114 0.1730 59.49 0.001581

25 46.4400 1.95377 0.1028 158.30 0.000580

26 46,6489 1,94551 0.1800 57.10 0.001601

27 47.1040 1.92777 0.1920 52.78 0.001717

28 48.0345 1.89257 0.1849 55.75 0.001595

29 48.5587 1.87336 0.2308 42.67 0.002064

30 49.4261 1.84250 0.1787 58.98 0.001468

31 50.4459 1.80761 0.1672 65.23 0.001303

32 51.2283 1.78183 0.1934 54.00 0.001551

33 52.0321 1.75618 0.1958 53.51 0.001543

34 53.1289 1.72248 0.2085 4985 0.001624

35 55.8297 1.64538 0.2155 48.91 0.001581

36 57.0828 1.61220 0.1613 74.52 0.001017

37 59.8988 1.54296 0.1957 57.80 0.001255

38 61.5940 1,50450) 0.2254 48.68 0.001453

39 62,9490 1.47533 0.1769 69.90 0.000992

40 63.9400 1.45484 0.1718 74.54 0.000917

41 64.1000 1.45159 0.2040 57.23 0.001192

42 64.6821 1.43400 0.1758 72,92 0.000924

43 66.3630 1.40747 0.1711 78.37 0.000844
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44 71.5822 1.31713 0.1956 68.07 0.000909

45 72.2373 1.30679 0.1746 85.37 0.000719

46 73.9791 1.28027 0.1868 51 0.000776

47 75.5483 1.25753 0.2021 69.18 0.000854

48 77.0000 1.23740 0.2436 52.58 0.001106

49 77.1600 1.23523 0.1622 122.30 0.000475

50 78.1689 1.22180 0.1902 82.54 0.000696

51 83.3605 1.15839 0.1669 159.82 0.000341

52 84.2546 1.14836 02147 74.79 0.000722
Tamanho Médio de Cristalito <D>=62.28 nm
Microdeformagao Média <e> = 0.002303 %

Dados com o tamanho de cristalito RD

No. 2Theta d FWHM Cristalito Microdeformacgio
04 25.9429 343171 0.1645 57.00 0.002830
06 29.0200 3.07445 0.1248 83.18 0.001737
07 31.8594 2.80663 0.1380 7335 0.001798
08 322724 2.77164 0.1342 76.45 0.001704
09 33.0007 2.71212 0.1333 77.55 0.001644
10 34,1407 2.62412 0.1329 78.51 0.001571
13 39.9017 225753 0.1470 71.07 0.001493
19 46.7953 1.93976 0.1468 75.96 0.001200
20 48.1747 1.88739 0.1461 71.73 0.001141
2 49.5721 1.83741 0.1396 85.20 0.001014
23 50.5925 1.80272 0.1275 102.35 0.000828
24 51.3672 1.77734 0.1421 84.79 0.000985
25 52.1831 1.75145 0.1488 79.40 0.001037
26 53.2811 1.71792 0.1318 100.77 0.000801
33 63.1133 1.47189 0.1280 146.78 0.000471
34 64.0800 1.45200 0.1440 106.90 0.000638
36 65.1410 1.43089 0.1455 107.42 0.000626
Tamanho Médio de Cristalito <D>= 87.32 nm
Microdeformagdo Média <e> = 0.001266 %
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