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RESUMO

Ao decorrer dos anos a ciéncia busca fornecer materiais que permitam o desenvolvimento
de dispositivos para substituir ou coexistir com os tecidos do corpo humano. Dentre estes,
0s biocompdsitos possibilitam a melhoria de propriedades quimicas e mecanicas
requeridas na aplicacdo, que deverdo ser capazes de fornecer o intercrescimento com o
material biologico além de resistir as cargas fornecidas no local. O beneficiamento da
hidroxiapatita e do colageno obtido de residuos do Pirarucu, fonte natural, representam
baixo custo, além da combinacdo fornecer as duas fases principais do osso humano. O
objetivo deste estudo foi avaliar o beneficiamento dos residuos do pirarucu, pela producéo
de corpos densos de hidroxiapatita (HAp), proveniente da escama de pirarucu e fibra de
colageno (FCn), proveniente da pele do pirarucu, na proporcéo de 15, 30 e 45% em peso
de FCn em HAp. Os materiais obtidos, HAp e FCn, foram caracterizados termicamente,
estruturalmente, quimicamente e morfologicamente, através de analises de DSC/TGA,
DRX, FRX, FT-IR e MEV/FEG, respectivamente. Para direcionamento de aplicacdo
como biomaterial foi realizado um teste de biodegradabilidade e o ensaio mecanico, para
determinacdo da dureza de Vickers. Como resultado da andlise térmica realizada na
escama e na pele do pirarucu, foi observado que a perda de massa tende a estabilizar em
550 e 700°C respectivamente, com percentuais de perda de 52 e 90%. Apl6s o
beneficiamento da escama foi avaliado a HAp obtida que apresentou razdo molar de 1,5
Ca/ P e estrutura cristalina hexagonal similar com a ja relatada por outros autores, com
um rendimento de 47% em massa. Para o beneficiamento da pele, foi observado que
através da extracdo acida é possivel obter fibra de colageno e colageno, com teor de
proteina total de 98,10 e 87,98% e rendimento de 24 e 5%, respectivamente, além de
ambos apresentarem morfologia reticulada, considerando assim a fibra de colageno uma
opcdo para utilizacdo na formacgdo de biomateriais por esta apresentar um melhor
rendimento. Com a formacdo de uma matriz composta de fibra de colageno e
hidroxiapatita, foi possivel confirmar o potencial dos materiais obtidos para a producao
de biomateriais, quando avaliado a biodegradabilidade que tende a estabilizacdo da perda
de massa no décimo segundo dia, além da correlacdo observada entre a microdureza de
Vickers e concentracdo de fibra de colageno, que apresentou os valores de 0,42, 0,38, e

0,34, respectivamente nas concentractes 15%, 30% e 45%.

Palavras-chave: Biocompositos; Hidroxiapatita; Fibra de Colageno; Beneficiamento de

residuos do Pirarucu.



ABSTRACT

Over the years science has sought to provide materials that enable the development of
devices to replace or coexist with the tissues of the human body. Among these, the
biocomposites allow the improvement of the chemical and mechanical properties required
in the application, which should be able to provide the intergrowth with the biological
material besides resisting the loads supplied in the place. The beneficiation of
hydroxyapatite and collagen obtained from residues of the natural source Pirarucu
represent low cost, in addition to the combination provide the two main phases of human
bone. The objective of this study was to evaluate the recovery of pirarucu residues by the
production of dense bodies of hydroxyapatite (HAp), derived from pirarucu and collagen
fiber (FCn), from pirarucu skin, in the proportion of 15, 30 and 45 wt% FCn in HAp. The
obtained materials, HAp and FCn, were characterized thermally, structurally, chemically
and morphologically, by DSC / TGA, DRX, FRX, FT-IR and MEV / FEG respectively.
A biodegradability test and the mechanical test were used to determine the hardness of
Vickers. As a result of the thermal analysis performed on the skin and the skin of the
pirarucu, it was observed that the loss of mass tends to stabilize at 550 and 700 ° C
respectively, with loss percentages of 52 and 90%. After the treatment of the scale, the
HAp obtained was obtained, which presented a 1.5 Ca / P molar ratio and similar
hexagonal crystalline structure with that reported by other authors, with a yield of 47%
in mass. For the treatment of the skin, it was possible to obtain collagen fiber and collagen,
with a total protein content of 98.10 and 87.98% and a yield of 24 and 5%, respectively.
crosslinked morphology, thus considering collagen fiber an option for use in the
formation of biomaterials because it presents a better yield. With the formation of a matrix
composed of collagen fiber and hydroxyapatite, it was possible to confirm the potential
of the materials obtained for the production of biomaterials, when evaluated the
biodegradability that tends to stabilize the mass loss on the twelfth day, besides the
observed correlation between Vickers microhardness and collagen fiber concentration,
which presented values of 0.42, 0.38, and 0.34, respectively at the concentrations of 15%,
30% and 45%.

Keywords: Biocomposites; Hydroxyapatite; Collagen Fiber; Pirarucu waste recovery.
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1. INTRODUCAO

O Brasil € um dos paises que abriga a maior biodiversidade do planeta, devido a
variedade de biomas que refletem a enorme riqueza da flora e da fauna brasileira. Esta
abundante variedade, se traduz em mais de 20% do numero total entre espécies da Terra
e eleva o pais ao posto de principal da nacdo entre os 17 paises de maior biodiversidade.
De acordo com o Ministério do Meio Ambiente, apesar de toda esta riqueza em forma de
conhecimento de espécies nativas, a maior parte das atividades econdémicas nacionais se
baseiam em espécies exoticas, como a agricultura, entretanto a biodiversidade pode se
tornar uma grande vantagem na busca pelo desenvolvimento nacional, se explorado de
maneira adequada [1].

Uma das maneiras de extrair valor econdmico da biodiversidade é a
bioprospeccdo, definida como a busca sistematica por organismos, genes, enzimas,
compostos, processos e partes provenientes de seres vivos em geral, que possam ter valor
econémico e, eventualmente, levar ao desenvolvimento de um produto [2]. Neste ambito,
atualmente sdo encontrados alguns estudos cientificos sobre a producdo de biomateriais
a partir da bioprospeccao. Por exemplo, a extracdo de fosfatos de célcio das escamas e
crustaceos, além do aproveitamento de coladgeno de frutas e da pele dos animais.

Um biocompdsito que ja existe comercialmente € o Bio-oss colagen, da marca
Geisthish, é a base de fosfatos de célcio e coladgeno, sendo aplicados para tratamento de
traumas 0sseos, onde se tem uma resposta mais rapida do organismo. Estes sdo obtidos
naturalmente, como matéria prima de fonte suina, no entanto, esta é passivel de certas
doencas transmissiveis, que se o rejeito ndo for bem tratado e inspecionado pode oferecer
riscos. Este fator justifica o estudo de outras fontes naturais que néo oferegam tais riscos,
como por exemplo, os residuos pesqueiros, que se apresenta como uma alternativa ndo
toxica e de facil controle microbiano.

A crescente busca por estes materiais, se deve ao fato historico do aumento da
expectativa de vida da populacdo, no qual ao invés de processos agudos que envolvem a
cura ou Obito, se torna predominantes em idosos, doencas crénico-degenerativas e suas
complicacdes. De acordo com Levingstone (2016), um dos desafios clinicos ainda
existentes € o tratamento de defeitos e traumas 6sseos, em particular se o fornecimento
vascular ao tecido estiver danificado. As estratégias da engenharia de tecidos da proxima
geracdo ndo sdo apenas concebidas para imitar o tecido extracelular nativo, mas também
para induzir as células a proliferar, diferenciar e, em Gltima instancia, recapitular o
processo de reparo natural [4].

Antes € relevante mencionar que o0 0sso humano é composto por duas fases
principais, a organica e inorganica. A fase organica é composta principalmente de
colageno e a inorganica de fosfatos de calcio e outros minerais. Quanto maior a
similaridade quimica do material com 0 0sso humano, maior sera a probabilidade de
sucesso na implantacdo. Muitos pesquisadores correlacionam a osteointegracdo rapida
dos implantes revestidos com apatita a capacidade de revestimentos de fosfato de célcio
para adsorver proteinas. Estudos realizados em décadas recentes, a partir de modificacoes
quimicas da superficie pela incorporacdo de ions de célcio (Ca) e fosforo (P), no implante
através de véarios métodos de fabricacdo, mostram que implantes revestidos por
hidroxiapatita, apresentam graus mais elevados de osteocondutividade, atingindo graus
mais altos de fixacdo quando comparado a outros bioativos comercialmente disponiveis

[5].
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Além da hidroxiapatita, proteinas como o colageno, elastina, fibrina e albumina
podem oferecer uma vantagem adicional quando utilizadas como matéria- -prima de um
biomaterial, uma vez que podem ser capazes de interagir favoravelmente com as células
através de dominios especificos de reconhecimento presentes na estrutura celular [6].
Como consequéncia, compo6sitos que imitam a composicéo de hidroxiapatita e colageno
do osso, ja apresentaram excelentes resultados em modelos animais e atualmente vem
sendo usado em pacientes humanos [7,4].

Como proposta, esta pesquisa visou avaliar a possibilidade de beneficiamento dos
residuos do Pirarucu para a extracdo de fibra de colageno e hidroxiapatita, através da
avaliacdo do rendimento e qualidade dos compostos obtidos, para o estudo de novos
biomateriais, e em especifico a formagdo de um biocompésito com fibra de coléageno e
hidroxiapatita. Para isso é importante relatar que ndo foi encontrado outros estudos com
esta finalidade utilizando o residuo do Pirarucu, no entanto, este pode ser uma fonte
promissora visto que cerca de 38% em peso do pirarucu recebe outras destinacdes apos o
filamento. De acordo com Meyers (2012), a escama pode também ser uma alternativa
como material para aplicacdo aeroespacial, devido ao potencial em propriedades
mecanicas.

De modo a cumprir esta proposta a dissertacao pode ser dividida em quatro macro
etapas: na primeira os residuos recebem um pré tratamento para a obtencédo e conservagao
da matéria prima; na segunda é realizado o beneficiamento da escama para obtencdo da
hidroxiapatita e caracterizagdo desta; na terceira € realizado o beneficiamento a pele para
obtencdo da fibra de colageno e caracterizacdo desta; e na quarta onde ambos materiais
sdo testados atraves da formacdo do biocomposito em diferentes concentragdes, para teste
de biodegradabilidade e ensaio mecanico, conforme descrito nos objetivos.
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2. OBJETIVOS

Esta pesquisa objetivou o desenvolvimento de metodologia para avaliar o
beneficiamento do Pirarucu para o desenvolvimento de um biocomposito a base de
hidroxiapatita e fibra de colageno, a partir do tratamento térmico alcalino e da extracao
acida a frio, respectivamente. Para isso estdo explicitados os objetivos especificos abaixo:
Extrair e caracterizar a hidroxiapatita obtida pelo tratamento térmico-alcalino da escama
do Pirarucu;

i) Extrair a hidroxiapatita obtida da escama do Pirarucu pelo tratamento térmico alcalino,
com uma caracterizacdo preliminar da escama, que visou conhecer o comportamento
térmico do residuo e ter este como base para definicdo da temperatura de calcinacdo que
foi utilizada no tratamento. Em seguida, a hidroxiapatita obtida foi avaliada pelas
técnicas: quimicas pela técnica de Fluorescéncia de Raio X e espectroscopia no
infravermelho com transformada de Fourrier, estrutural através da técnica de Difracdo de
Raio X, e morfologica através da microscopia eletrénica por varredura com emisséo de
campo que permite a obtencdo de imagens da morfologia como também o mapeamento e
distribuicéo dos elementos do composto, por fim foi utilizado a técnica de difracdo a laser
a fim de verificar a distribuicdo no tamanho das particulas.

ii) Extrair fibra de colageno pela extracdo acida a frio, com uma caracterizacdo preliminar
da pele do pirarucu quanto ao seu comportamento térmico, onde o objetivo foi avaliar a
desnaturacdo das proteinas com o aquecimento da amostra. Em seguida, o colageno e a
fibra de colageno foram caracterizados quanto ao teor de proteina total e rendimento,
obtido da pele do Pirarucu, além as amostras foram submetidas para anélise da
espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourrier, estrutural através da
técnica de Difracdo de Raio X, a morfologia também foi determinada através das técnicas
de microscopia eletrénica de varredura com emissdo de campo e este composto foi
determinado a area superficial (BET).

iii) Avaliar o desenvolvimento do biocomposito nas proporgdes: 15, 30 e 45% formado
através da prensagem uniaxial a frio e caracteriza-lo em relacdo a sua estabilidade quimica
em solucdo salina, através do teste de biodegradabilidade. Em seguida, medir a
Microdureza de Vickers como propriedade mecanica para possiveis aplicacoes.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1 CONSIDERACOES GERAIS SOBRE O PIRARUCU (Arapaima Gigas)

O pirarucu, representado na figura 1, € a principal espécie de pescado da
Amazonia e é considerado importante para a piscicultura no Brasil, tanto na producgéo de
alimentos, quanto na protecéo, com repovoamento de estoques naturais, onde encontra na
bacia Amazonica, seu habitat predileto e pode ser racionalmente criado nas regides
Nordeste, Centro Oeste e em areas restritas do Sudeste, onde ndo ocorra variagdes bruscas
de temperatura [9].

Figura 1: Pirarucu
Fonte: www.guidaallapesca.it, com acesso em janeiro de 2018.

Com o nome cientifico “Arapaima Gigas” (arapaima, do vernacular e o especifico
gigas, de gigante), este pode chegar a trés metros de comprimento, com cerca de duzentos
quilogramas, quando adulto. Sua carne possui uma coloragdo rosada e desprovida de
espinhas, que inspirou 0 nome “Pirarucu”, que significa em sua origem indigena,
“pira=peixe” e “urucu=vermelho”, cor caracteristica da semente da planta urucu (Bixa
orellana, da qual se extrai o coloral) e é bem valorizada na regido amazénica e em
mercados externos é comercializada muitas vezes na forma de filé congelado ou bacalhau,
com pre¢os mais atrativos [11].

Seus representantes tém lingua 0ssea e espinhosa, bastante aspera ao tato; corpo
cilindrico na porc¢do anterior e ligeiramente comprimido na por¢do posterior; escamas
grandes e imbricadas, em forma de mosaico; nadadeiras dorsal e anal muito alongadas,
contornando grande parte da por¢do posterior do corpo e quase se unindo a nadadeira
caudal, que é curta. Até recentemente, os peixes desta familia eram incluidos na familia
Osteoglossidae [12].

O pirarucu € um peixe carnivoro, que consome peixes e ocasionalmente camardes,
caranguejos e insetos; é territorialista, tem preferéncia por lagos e ndo realiza migragdes
consideraveis; a respiracao aérea obrigatoria permite-lhe ficar vivo fora da agua por mais
de 24 horas, desde que seu corpo seja mantido mido; a tomada de ar atmosférico é vital
e 0s adultos ndo toleram permanecer submersos, sem vir a tona, por mais de 40 minutos.
A necessidade de repetidas subidas a superficie constitui grande ameagca para o pirarucu,
tanto para adultos, que s@o alvo da pesca, quanto para 0s jovens que se tornam presas
faceis para predadores, principalmente aves. [13].

Segundo a estatistica de pesca extrativa das principais espécies de agua doce, 0
preco médio comercial do pirarucu varia de sete a oito reais por quilograma, este valor é
alto quando comparado as demais espécies, sendo assim considerada uma das carnes mais
nobres da regido norte [14].
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O pirarucu vem sendo considerado, por muitos e ha algum tempo, como
vulneravel, fato decorrente do intenso esforco de pesca que vem sendo aplicado sobre
esta espécie desde o inicio da colonizacdo na Amazonia. Apesar das medidas legais
tomadas para sua protecéo, a espécie continua sendo explorada indiscriminadamente, pois
é encontrada nos principais mercados e feiras durante todos os periodos do ano. Devido,
sobretudo, a baixa densidade dos estoques e as medidas controladoras de sua captura, o
pirarucu tornou-se um tipo de pescado bastante disputado, sendo o mais caro da
Amazonia. Considerando um peso médio de 50 quilos para os peixes de bom tamanho
para comercializacdo, a um prego médio de R$ 10,00 o quilo, deduz-se que uma exemplar
renda cerca de R$ 500,00, o que corresponde ao pre¢co médio de um animal bovino de
grande porte. Felizmente, experiéncias de manejo de estoques no ambiente natural, como
tem ocorrido na area da Reserva de Desenvolvimento Sustentdvel Mamiraud, ddo um
novo alento a preservagdo do pirarucu na Amazonia [12].

A espécie esta, também, incluida no Anexo Il da IN MMA n° 05/2004, que
relaciona as espécies brasileiras sobre pescadas ou ameacadas de sobre- explotacdo. O
cultivo é, certamente, muito bem-vindo e importante para diminuir a pressdo da pesca
sobre os estoques naturais e para o incremento da oferta do pescado, se fundamentado em
estudo que viabilize o fechamento de todo o ciclo de cultivo: ambientes (tanques)
artificiais; plantel de reprodutores proprios; obtencdo dos alevinos por meio desses
reprodutores e em ambiente controlado; engorda em ambiente préprio e controlado, entre
outros aspectos [13].

Com base nos estudos realizado por Santos et. Al em 2006, Neto e Dias em 2015,
realizaram algumas considerac@es validas objetivando melhorar o sistema de gestdo para
a recuperacdo dos estoques de pirarucu e a manutencao de uma exploragdo sustentavel.
Estas sédo:

* Desenvolvimento e implementacdo de um sistema eletronico de certificagdo da
origem de produtos do pirarucu disponiveis no mercado (da pesca e da
aquicultura);

* SO autorizar a piscicultura de pirarucu que ndo dependa da coleta dos
alevinos/jovens no ambiente natural (a produgdo dos alevinos deve ser de
reprodutores préprios e de desova em ambiente controlado);

» Unificar os periodos de defeso (com pesca proibida) ou proibir a pesca em areas
que ndo adotem o manejo controlado;

» Melhorar o sistema de controle e de fiscaliza¢do do pirarucu (produtos frescos
ou salgados);

Na Regido Amazodnica, o pirarucu é provavelmente a espécie que apresenta as
melhores perspectivas para a criagdo em regime intensivo. Apresenta grande velocidade
de crescimento, podendo alcangar 10 kg no primeiro ano de cria¢do [15,16], rusticidade
ao manuseio, respiracdo aérea [17] e facilidade de ser treinado para aceitar ragédo
extrusada [18] e suporta altas densidades de estocagem [19]. A respiracdo aérea do
pirarucu é uma caracteristica fisiologica que facilita sua criacdo em tanques-rede,
principalmente pela baixa demanda de oxigénio na 4gua, 0 que ndo é comum em peixes
com respiragdo branquial [20].

O pirarucu é comercializado na forma de manta fresca, congelada, seco-salgada e
defumada. Por ser um peixe grande e pela sua crescente comercializagcdo, o
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beneficiamento do pirarucu gera muitos residuos como, por exemplo, cabeca, visceras,
nadadeiras, escamas e couro, 0s quais podem ser reaproveitados como subprodutos a fim
de agregar valor a produgdo e proporcionar novos produtos provenientes de pescado. Suas
escamas, representadas na figura 2, sdo comumente utilizadas como lixa de unha ou na
confec¢do de ornamentos, e sua lingua, dssea e aspera, é largamente utilizada para ralar
0 guarana em bastdo [16].

! ' R
Figura 2: Escama do Pirarucu
Fonte: goiasfly.blogspot.com.br, acesso em janeiro de 2018.

A escama do pirarucu pode ser considerada uma ceramica flexivel e extremamente
dura, considerando que protege o pirarucu dos dentes da piranha que conseguem penetrar
parcialmente as escamas individuais, mas se quebram antes que consigam atingir o tecido
muscular por tras delas. Além da cobertura mineralizada dura na superficie, cada escama
possui por baixo uma estrutura de materiais muito mais moles, essencialmente fibras de
colageno, mas que, ao se empilhar em direcGes alternadas, atingem quase metade da
dureza da cerdmica externa. Tais caracteristicas motivam pesquisas de biomimetismo
para desenvolvimento de novas tecnologias, como por exemplo, criacdo de escudos
protetores e hiper-resistentes. O potencial de aplicacdo das escamas do pirarucu
apresenta-se desde aplicacdes para protecdo pessoal e veicular, até mesmo para blindar
espagonaves contra o choque de micrometeoritos e lixos espaciais [8].

Figura 3: Couro do Pirarucu tingido para venda
Fonte: Taia, 2014

Assim como as escamas, a pele do pirarucu é um material resistente que combina
varias camadas de tecido entrelacadas, que suportam nao s6 o peso do pirarucu, como
também cargas mecanicas exigidas pelo meio externo e pelo contato direto com as
escamas. Em 2009, o G1 publicou uma matéria que retrata o0 uso da pele do pirarucu
artesanalmente para a producgdo de couro aplicado em vestimentas, bolsas, sapatos entre
outros acessorios. Abordou ainda, fundamentado em pesquisas do INPA que o couro
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deste peixe apresenta vantagens em relacdo ao bovino: sustenta mais tensdo, ja que suas
fibras s@o entrelacadas, enquanto a pele do bovino, as fibras estdo dispostas em paralelo
[23]. Além disso, lojas de venda online divulgam a pele do pirarucu como “couro
exotico”, com tingimento em diversas cores como demonstrado na figura 3.

O material resultante do filamento do processamento de pescados é constituido
por residuos chegando até 72% ap6s a producdo de filé sem pele, estes residuos de
pescado sdo ricos em colageno e caracterizam como uma 6tima opc¢do de matéria prima
para a elaboracdo de gelatina que é obtida através da desnaturagdo do colageno presente
na pele e escamas do pescado [24].

3.2 BIOMATERIAIS

O conceito de biomaterial foi estabelecido em 1986, pela European Society for
Biomaterials Consensus Conference, como “Substancias ou combinagdo de substincias
(com excecdo das drogas e dos farmacos) de origem animal ou sintético que podem ser
usadas por um periodo, como parte ou como um todo de sistemas que tratam, aumentam
ou substituem quaisquer tecidos, 6rgaos ou funcdes do corpo [25].

Atualmente, define-se biomateriais como materiais de substancias naturais ou
sintéticas utilizadas na substituicdo e/ou restauracdo de tecidos, 6rgdo ou parte do corpo
humano, de forma permanente ou temporaria que permitem a recuperacdo do sistema
bioldgico afetado por acidentes ou doencas. Esta definicdo foi exposta a partir de 1991, e
abrange o uso de materiais vivos e ndo vivos [26].

Os primeiros registros de materiais utilizados para o reparo e a reconstitui¢do de
partes do corpo humano vém desde civilizacdo egipcia, em torno de 1.000 anos A.C.,
quando se usavam placas de ouro para restaurar defeitos no cranio. Desde entdo, outras
civilizagdes, como 0s romanos, 0s chineses e 0s astecas utilizavam membros artificiais
para suprirem as necessidades das partes do corpo humano danificados da época [27].

O que difere um biomaterial das demais classes € a sua capacidade em permanecer
em ambientes biologicos sem ocasionar deterioracdo e danificacdo dos tecidos, exigindo
desta maneira duas propriedades principais: A “biocompatibilidade”, que se refere a
compatibilidade com o meio bioldgico, a curto e longo prazo, sem ocasionar toxicidade,
alergenicidade, carcinogenicidade, mutagenicidade ou qualquer prejuizo ao organismo; e
a “biofuncionalidade” que se refere a capacidade em desempenhar uma resposta tecidual
favoravel em uma aplicacdo especifica do organismo, ou seja, resistir/ suportar
solicitacbes quimicas, térmicas e mecanicas sem substancial deterioracdo (reacao, fratura,
abrasdo) e, também, ndo deve alterar 0 meio bioldgico nem reagir com o sangue, ou
desnaturar proteinas [28,29,30].

Os biomateriais compreendem uma representativa fragdo dos produtos utilizados
na area de salde, estimados em cerca de 300 mil ha cerca de 10 anos. Dentre eles, podem
ser citados como exemplos dispositivos biomédicos, materiais implantaveis, dispositivos
para a liberagdo de medicamentos, 6rgdos artificiais e curativos, dentre muitos outros
[31]. A tabela 1 representa algumas possibilidades de aplicagGes clinicas, baseadas nas
classificacfes dos materiais de acordo com suas propriedades.
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Tabela 1: Aplicaces clinicas dos biomateriais.

Biomaterial | Vantagens | Desvantagens | Aplicacdes

Polimeros

Polietileno Elasticidade, facil Baixa resisténcia Saturas, artérias, veias;

PTFE fabricagéo, baixa mecanica, degradacdo | maxilofacial (nariz, orelha,

Poliésteres densidade dependente do tempo | maxilar, mandibula, dente);

Poliuretano cimento, tendao artificial;

PMMA oftalmologia. Fixagao

Silicone ortopédica (parafusos, pinos,
placas, fios, hastes);
implantes dentarios.

Metais e ligas

Aco inoxidavel
Liga de titénio
Liga de cobalto-cromo

Alta forga de tenséo,
alta resisténcia a
desgaste, energia de

Baixa
biocompatibilidade,
COrrosdo em meio

Fixacéo ortopédica
(parafusos, pinos, fios,
hastes); implantes dentarios

deformacao alta fisiologico, perda das
propriedades
mecanicas com
tecidos conectivos

moles, alta densidade

Ceramicas e vidros

Alumina Boa Baixa forca de tensdo, | Ossos, juntas, dentes,
Zirconia biocompatibilidade, |baixa resisténcia valvulas, tenddes, vasos
Carbono resisténcia a mecanica, baixa sanguineos e traqueias
Fosfatos de calcio corrosao, inércia, elasticidade, alta artificiais

Porcelana alta resisténcia a densidade

Vidros Bioativos compressdo

Compdsitos

Fibra de carbono- Boa Material de fabricacéo | Valvula cardiaca artificial

resina termofixa
Fibra de carbono-
termopléastico
Carbono- Carbono
Fosfato de calcio-
colageno

biocompatibilidade,
inércia, resisténcia a
corrosdo, alta forga
de tensao

incompativel (carbono ou grafite
pirolitico), implantes de
juntas de joelho (fibra de

carbono reforgada com

polietileno de alta densidade)

Fonte: PARK, 1980; AOKI, 1988; KAWACHI et. al, 2000.

O grau de sucesso de um determinado biomaterial € um fator de dificil avaliacéo
e 0 sucesso na implantacdo de um biomaterial, pode ser associado em alguns casos, por
exemplo, a severidade do processo inflamatoério desencadeado, ao nivel de satisfacdo do
paciente, ao tempo necessario para o restabelecimento das atividades basicas do paciente,
ao tempo de permanéncia do implante no corpo, entre outros [28, 35].

De acordo com a resposta induzida ao meio bioldgico, os biomateriais podem ser
classificados em bioinertes, biotoleraveis e bioativos. A resposta induzida pelos materiais
bioinertes e biotoleraveis, em relacdo ao tecido dsseo, é a encapsulacdo do implante por
uma camada de tecido fibroso ndo aderente, que impossibilita a interacdo direta entre
implante e tecido, podendo levar a instabilidade e falha, conforme representado na figura
4 (a), pela lacuna preta, simbolizando a capsula fibrosa. Os materiais bioativos séo
capazes de interagir intimamente com o tecido vivo sem a intervencdo de tecido fibroso,
conforme representado na figura 4 (b). Uma resposta bioldgica especifica na interface
com o tecido vivo possibilita a formagdo de uma ligacdo quimica entre o material e o
proprio tecido vivo, também chamada por bioadesao [36,37].
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Figura 4: Comportamento biol6gico dos biomateriais
Fonte: GUASTALDI e APARECIDA, 2010

3.2.1 Bioceramicas

O termo bioceramica é um termo relativamente novo e ndo era conhecido até os
anos 70. Entretanto muitas biocerdmicas ndo sdo materiais novos. Em 1972, um dentista
brasileiro, Amadeo Bobbio, estudando fragmentos de uma mandibula Maia com mais de
4000 anos, descoberta em 1931, constatou que alguns dentes tinham sido substituidos por
um composito de matriz ceramica com 95 a 98% de carbonato e 2 a 5% de matéria
organica composta por proteinas fibrosas. Em ortopedia, o uso de bioceramica de forma
controlada comecou no século 19 com a utilizacdo do gipsum para preenchimento 0sseo
[36]. O termo biocerdmica descreve um grupo de cerdmicas que sdo especialmente
projetadas e fabricadas para reparar e reconstruir partes do corpo humano [38].

As ceramicas incluem uma ampla gama de compostos que tiveram papel essencial
no desenvolvimento dos biomateriais. As aplicacdes englobam as mais diversas areas,
como instrumentos de diagnostico (termdmetros, fibras para endoscopia), proteses
ortopédicas, dispositivos para a reconstrucdo odontoldgica e maxilo- -facial, valvulas
cardiacas, traqueias artificiais e preenchimentos 6sseos. O vasto campo de aplicacdo se
deve, em grande parte, as propriedades cristalogréaficas e a superior compatibilidade
quimica das ceramicas com o meio fisiolégico e com tecidos rigidos, como 0ssos e dentes
[39, 34, 40].

Os biomateriais ceramicos sdo classificados de acordo com a sua intera¢do com o
tecido hospedeiro, sendo divididos em bioinertes, porosos, bioativos e bioabsorviveis. Os
bioinertes, com base em suas propriedades fisicas e mecanicas, sdo tolerados pelo
organismo ap6s serem implantados, sem resposta do organismo, como por exemplo, a
alumina; nos porosos a interacdo com o tecido é através do crescimento interno de tecidos
nos poros do material, como exemplo a hidroxiapatita porosa e os aluminatos; 0s
bioabsorviveis sdo substituidos por células em crescimento devido ao processo de
degradacéo relacionado ao metabolismo (fosfatos tricalcico) e, por fim, os bioativos que
auxiliam na cura devido a interagirem com o tecido circundante o que resulta no
organismo em responder ao implante como se fosse um tecido natural, s&o exemplos desta
forte ligacdo a hidroxiapatita, biovidro e vitro-ceramicas [41, 34].

As matérias-primas utilizadas na fabricacdo de biocerdmicas podem ser naturais
ou produtos quimicos inorganicos sintetizados por uma rota especifica. No caso de
produtos para aplicacdo biomédica, a necessidade de elevada pureza e controle,
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determina, em geral, 0 uso de processo de sintese especifico ou de selecdo e
beneficiamento da matéria-prima [35,42].

Sdo exemplos de bioceramicas a alumina densa (a-Al203), a zirconia (ZrOz), o
dioxido de titanio (TiO2), fosfatos de calcio, sendo a hidroxiapatita (Caio(PO4)s(OH)2)
mais estudada, e as vitroceramicas de silica/fosfato de célcio. Como exemplo de
ocorréncia em sistemas bioldgicos, se tem os fosfatos de célcio, que podem ser: apatita,
onde a relacdo de calcio e fosfato pode variar; o fosfato octacélcico (OCP), com razéo
1,33 (Ca/P); o monohidrogeno fosfato de calcio monohidratado (DCPD), com razédo 1,0
(Ca/ P); o fosfato tricalcico (TCP), com razdo 1,5; e o pirofosfato de célcio dihidratado
(CPPD), com razéo 1,0 [43, 34].

Bioceramicas satisfazem necessidades tao diversas quanto: baixos coeficientes de
atrito para a lubrificacdo de proteses de juntas, superficies de valvulas de coragdo que
evitam coagulacdo do sangue, materiais que estimulem o crescimento 0sseo e aqueles que
podem prender espécies radioativas para tratamentos terapéuticos [44].

A aplicacdo das bioceramicas, assim como dos biomateriais de modo geral,
depende da compatibilidade fisioldgica, mas principalmente das propriedades mecanicas.
A tabela 1 mostra duas propriedades mecénicas importantes para a aplicacdo das
bioceramicas no corpo humano, nesta pode se comparar o tecido rigido, com as algumas
ceramicas disponiveis para implante pelo médulo de elasticidade e pela resisténcia a
tracdo, em GPa e MPa, respectivamente [28].

Tabela 2: Propriedades mecanicas do tecido rigido e das ceramicas.

. .. Modulo de Resisténcia a
ieciaoiRIgIda elasticidade (GPa) | tracdo (MPa)
Osso cortical
(direcdo longitudinal) tra 133.0
Osso cortical 12.8 52.0
(direcdo transversal)

Osso trabecular 0.4 7.4
Esmalte 84.3 10.0
Dentina 11.0 39.3
Ceramicas I\_/I(_’)dulo de Resisténcia a
elasticidade (GPa) | tracdo (MPa)
Alumina 360 300
Zirconia 220 820
Biovidro 35 42
HAp 95 50

Fonte: Adaptado de SOUZA (2012); PARK, 1992.

Se o implante possui modulo de elasticidade muito maior que o0 0sso substituido
pode ocorrer o stress shielding do osso paralelo ao implantado, fendbmeno que enfraquece
0 0SS0 ha regido em que a carga aplicada € menor ou estd em compressao- 0 0SS0 precisa
estar sob tensdo ciclica para permanecer saudavel. Osso que sofre solicitacdo ou estd em
compressdo experimentard uma mudanca biolégica que o conduzira a ressor¢do. O
material que vai substituir o tecido vivo deve, portanto, apresentar modulo de elasticidade
proximo ao do 0sso. Os tipos de 0sso de maior interesse para a utilizacdo de bioceramica
sdo: cancellous ou trabecular (0sso esponjoso) e o cortical (0sso compacto). O médulo de
elasticidade do osso cortical é de 10 a 50 vezes menor que o da alumina enquanto este
mesmo modulo para o cancellous é, 300 vezes menor como assegura Hannouche et. al.
(2003).
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¢ Hidroxiapatita

A similaridade quimica e estrutural da hidroxiapatita com componentes minerais
presentes nos 0ssos de humanos e nos dentes a torna um biomaterial reconhecido e
amplamente aplicado em implantes [48], devido as seguintes propriedades de
osteocondutividade, osteogénese, osteointegracao e biocompatibilidade [49]. A limitacédo
deste composto esta relacionada a sua lenta biodegradacéo, que ocorre por mecanismos
celulares gradualmente apds 4 a 5 anos de implantacéo [6].

Os elementos que constituem a HAp sdo principalmente célcio, fésforo e
oxigénio, sendo a razdo molar de calcio por fésforo de 1,67. Apresenta a férmula
molecular de [Cai10(PO4)s(OH)2], sendo um composto formado por uma célula unitéria
hexagonal constituida por dez ions de célcio em sitios ndo equivalentes, nos quais
comportam quatro no sitio | (tetraédrico — Ca 1) e seis no sitio Il (octaédricos — Ca Il). O
sitio | € composto pelos ions de calcio alinhados em colunas, ja no sitio Il os ions estdo
em tridngulos equilateros perpendiculares a dire¢do do plano C da estrutura. Além disso,
a estrutura é compreendida por tetraedros de PO4*, no qual os ions de célcio do sitio | s&o
coordenados a seis &tomos de oxigénio pertencentes a diferentes tetraedros do ion fosfato
[50]. Com isso, a célula unitaria apresenta seis grupos fosfato —PO4 e dois grupos
hidroxila— OH, neste caso, os sitios cristalinos de oxigénio sdo designados como O1, O2,
03 e 04, sendo 0 O4 o oxigénio do grupo da hidroxila, ja os demais sdo ligados ao fésforo
— P. Os cristais de HAp naturais possuem célula unitaria com parametros de rede: a="b
=9389Aec=6,869 A, a=Pp=90°ey=120°[52]. A rede cristalina da hidroxiapatita,
pode ser observada na figura 4.

"‘ff'*ﬁ. [6-e

Eixoa= 9389 A

Figura 5: Rede Cristalina da hidroxiapatita
Fonte: CHEMTUBE, acesso em 15/01/2018.

A hidroxiapatita (HAp) é um mineral cerdmico encontrado no 0sso, que pode ser
obtida sinteticamente. A HAp esta presente em 0ssos e dentes de todos os vertebrados,
representando 5% do peso total de um individuo adulto. Representa 55% da composi¢éo
de 0ss0s, 96% da composicao do esmalte dentario e 70% da dentina.

As formas de obtencdo da hidroxiapatita sdo varias e para cada método aplicado
resultard em propriedades distintas, com isso € necessaria uma escolha adequada para que
ocorra 0 controle da estrutura e que o produto atenda ao propdsito do estudo [53].
Diversos autores relatam a obtencao de hidroxiapatita por rotas de sintese por meio seco,
via Umida, processos de baixas ou altas temperaturas, sintese com base em fontes
biogénicas e processos combinados [50, 48, 49, 54, 55], sendo tais métodos com uso de
acidos, alcalis e/ou calor para 0 maior rendimento da separacdo da hidroxiapatita de fontes
bioldgicas [55].
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Apesar de todas as vantagens exibidas pela HAp, seu uso clinico é limitado devido
a sua lenta biodegradacédo. Estudos efetuados por longos periodos, tém mostrado que a
HA comega a ser reabsorvida gradualmente apds 4 a 5 anos de implantacéo. A reabsor¢ao
€ uma caracteristica desejada para biomateriais nos quais o processo de degradacéo é
concomitante com a reposi¢do do osso em formacdo. Além disso, a HAp apresenta indice
de bioatividade (Ib) igual a 3, sendo assim caracterizada apenas como bioativa, dentre 0s
diferentes biomateriais, que também podem ser osteoprodutores, neste caso, haveria a
colonizacdo de superficies por células tronco livres no ambiente defeituoso. O Ib é
descrito como o tempo necessario para ocorrer 50% de ligacédo interfacial entre implante
e tecido 0sseo, ou 0 tempo necessario para a proliferacdo de tecido 6sseo na presenca de
particulas bioativas [37].

3.2.2 Biopolimeros

Os polimeros possuem propriedades Unicas, tais como viscosidade, maleabilidade,
moldabilidade e resisténcia mecanica comparavel as propriedades dos tecidos moles
encontrados no corpo. Além disso, compdsitos podem ser sintetizados para melhorar as
propriedades do material e melhorar o desempenho dos implantes 6sseos. Talvez a
aplicacdo de ceramicos nanofésicos na engenharia de tecido 6sseo seja uma das mais
viaveis [56].

Em biomateriais poliméricos para implante 6sseo, a adicdo de particulas de
biovidro, hidroxiapatita e outros fosfatos de célcio tem o intuito de aumentar a
biocompatibilidade e o médulo elastico da matriz. Com isto, as propriedades mecanicas
do composito tornam-se mais proximas as do 0sso, contribuindo para a reducdo do
fendmeno stress-shielding [57, 58].

O uso de biopolimeros na elaboracao de embalagens, também vem sendo aplicado
e seu uso é condicionado pelas suas caracteristicas fisicas e pelas propriedades dos
biofilmes obtidos, que sdo resultado de uma relacdo entre as caracteristicas fisico-
quimicas da macromolécula e a formulacéo utilizada. As aplicacdes desses filmes naturais
podem ser diversas e variam no retardo da migracdo de umidade, gases e diversos
compostos, além de fornecer integridade estrutural ou propriedades de manuseio [59].

Os polimeros comumente utilizados na producdo de biomateriais, possuem a
estruturas quimicas dos meros constituintes de aplicacdes tipicas, de origem sintética,
como: Polietileno (PE), utilizado como tubos de drenagem e cateteres; o Polipropileno
(PP), utilizado em suturas e reparo de hérnias; o Poli(tereftalato) de etileno (PET),
utilizado em enxertos vasculares, reconstrucdo de ligamentos e fixacdo de implantes; o
Poli(acido lactico-co-acido glicélico) (PLGA), utilizado em suturas e suporte para
crescimento celular; o poli e-caprolactona (PCL), utilizado como dispositivo para
liberacdo de drogas e suporte para crescimento celular; Poli (cloreto de vinila) (PVC),
utilizado em sacos para armazenamento de sangue; Poli(dimetilsiloxano) (PDMS),
utilizado no suporte para crescimento celular; Poli (2-hidroxietilmetacrilato)
(poli(HEMA)), utilizado em lentes de contato; Acido hialurénico, utilizado como
carreador de células, substituto de fluido sinovial; e a quitosana, utilizada em curativos,
suporte para crescimento celular e dispositivo para liberacdo de drogas [31].

Outra fonte para biopolimeros, € a bioldgica, extraida de organismos vivos, como
algas, plantas, animais e microrganismos. Esta se apresenta como uma alternativa nédo
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toxica, que torna segura a utilizagdo na constituicdo de biomateriais, além de apresentar
um custo acessivel por ser obtida de fontes renovaveis. Entretanto, a variabilidade na
matéria prima, com relacdo as espécies utilizadas e tempo de coleta, pode afetar as
propriedades do produto, por isso, a purificacdo e 0 processo de extracdo € mais
complexa, exigindo assim maior controle durante a fabricagdo para que ndo haja
diferencas tao significativas de lote a lote [60, 61].

Séo exemplos de biopolimeros naturais, proteinas como o colageno, a elastina, a
fibrina e albumina, que sdo capazes de interagir favoravelmente com as células através
dos dominios especificos de reconhecimento presentes na estrutura celular através de
dominios especificos de reconhecimento presentes na estrutura celular [62,30].

Os polissacarideos também vém se destacando no uso médico, devido as suas
propriedades como renovabilidade, biodegradabilidade e por mimetizar os componentes
da matriz extracelular, o que os tornam elementos chaves em processos biologicos. Nesta
classe, pode se destacar o &cido hialurénico, a quitosana, o alginato, a celulose, entre
outros [63].

e Coléageno

O colageno é um ingrediente com propriedade terapéutica e funcional, sendo uma
proteina fibrosa encontrada em todo o reino animal, que contém cadeias peptidicas dos
aminoéacidos glicina, prolina, lisina, hidroxilisina, hidroxiprolina e alanina. Essas cadeias
sdo organizadas de forma paralela a um eixo, formando as fibras de colageno, que
proporcionam resisténcia e elasticidade a estrutura presente. As proteinas colagenosas
formam agregados supramoleculares (fibrilas, filamentos ou redes), sozinhas ou em
conjunto com outras matrizes extracelulares. Sua principal funcdo é contribuir com a
integridade estrutural da matriz extracelular ou ajudar a fixar células na matriz [64, 65,
66].

O colageno apresenta propriedades mecanicas singulares, e é quimicamente
inerte. A composicdo do colageno engloba todos os vinte aminoacidos embora algumas
diferencas na composicdo de aminoécidos sejam evidentes nos colagenos derivados de
diversas fontes. O colageno é a Unica proteina de mamiferos que contém quantidades
elevadas de hidroxiprolina e hidroxilisina, e o contetdo total de iminoacido (prolina e
hidroxiprolina) é alto [67, 68, 69]

Cerca de vinte e sete tipos diferentes de colageno foram identificados, e uma
simples classificacdo é mostrada na tabela 3. O colageno é geralmente extraido com
tratamento 4cido e solubilizado sem alterar a sua tripla hélice. Contudo, o tratamento
térmico cliva as pontes de hidrogénio que estabiliza a configuracéo da tripla hélice, e
converte a sua conformagéo helicoidal em conformacéo espiralada resultando em gelatina
[70]. A desnaturacéo do colageno provoca a separacao total ou parcial das cadeias devido
a destruicdo das pontes de hidrogénio, causando a perda da conformacéo da tripla hélice.
Portanto, o colageno e a gelatina sdo diferentes formas da mesma macromolécula, e a
gelatina é a forma parcialmente hidrolisada do colageno [71].
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Tabela 3: Tipos de colageno.

Tipo Descricdo

Este tipo ocorre amplamente, principalmente no tecido conectivo, tais como
Tipo | |a pele, 0ssos, tenddes, cornea, grandes vasos, Utero, derme, ligamentos,
intestino, dentina e fibrocartilagem

Este tipo de colageno ocorre quase exclusivamente no tecido cartilaginoso,

Tipo Il . - o > N
P cartilagem hialina e elastica, notocérdio e disco invertebral.

Este tipo é fortemente dependente da idade: pele muito jovem pode conter
Tipo 111 | até 50%, mas no decorrer do tempo, esta é reduzida para 5-10%. Grandes
vasos, parede uterina, derme, intestino, valvula do coracéo e gengiva.

OS outros tipos de colageno estdo presentes apenas em quantidades muito
Outros | reduzidas, principalmente em 6rgaos especificos. Laminas basais, capsula do
Tipos | cristalino, cornea, membranas da placenta, musculo do coragdo, pulméo,
pele fetal, mucosa intestinal, etc.

Fonte: SCHRIEBER E GAREIS, 2007

A partir do colageno tipo | sdo comumente obtidos o colageno parcialmente
hidrolisado (gelatina) e o colageno hidrolisado [64, 72]. Para fins de producéo industrial,
a gelatina é obtida do colageno atraves da hidrdlise &cida ou alcalina. Na extracéo acida
a gelatina obtida é classificada como Tipo A, apresenta ponto isoelétrico entre 7 e 9 e
nesse processo ocorre a reorganizacao fisica da estrutura e minimas alterac6es hidroliticas
resultando em ampla faixa de distribuicdo de massa molar.

A severidade do tratamento de extracdo é determinante para as propriedades
funcionais da gelatina [73]. Gelatinas resultantes de extracGes a maiores temperaturas
apresentam perfil de massa molar menor do que as fracGes de gelatina resultante de
extracGes a menores temperaturas. Portanto, enquanto a composi¢do de aminoacidos é
principalmente dependente da espécie, a distribuicdo da massa molar da gelatina €
fortemente dependente do processo de extracdo [74, 75].

Todos os tipos de gelatina possuem composi¢do similar. No entanto, dependendo
do material utilizado, do processo de pré-tratamento empregado e da intensidade da
hidrélise, varios tipos de gelatina com propriedades diferentes podem ser obtidos. Por
exemplo, quando o coldgeno, independentemente do tipo, é submetido a temperaturas
elevadas havera uma menor quantidade ou falta de hidroxiprolina, pela perca da
conformacdo de tripla hélice por temperaturas elevadas e posterior moagem. A
hidroxiprolina, por sua vez, ¢ um dos aminoacidos principais pela manutencdo da
estabilidade da tripla hélice (estrutura secundéaria do colageno) [76].

Um novo ingrediente que esta sendo estudado ¢ a fibra de colageno, que é obtida
das camadas internas do couro bovino atraves de processo quimico (tratamento alcalino
com hidroxido de célcio), segue para o desengorduramento e secagem a baixas
temperaturas [77, 78]. Devido a sua forma fisica, a fibra tem a capacidade de reter agua
e confere textura e coesdo, propriedade inexistente no coladgeno hidrolisado
(NOVAPROM, 2006) e por isso, a aplicacdo da fibra de colageno proporciona vantagens
funcionais como extensor e ligante de agua [79]. A fibra de colageno em po é obtida por
processo similar ao da fibra de colageno, porém submetida a temperaturas mais elevadas
e posterior moagem.
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Um estudo realizado por Prestes et. al (2013), mostrou que a fibra de colageno e
a fibra de colageno em p@, apresentaram maiores valores de proteinas (95,38 e 97,39%,
respectivamente), hidroxiprolina (7,50 e 3,53%, respectivamente) e colageno (60 e
28,25%, respectivamente), quando comparado com o coladgeno hidrolisado e com a
gelatina, indicando que esta forma sofre um dano estrutural menor, pela forma de
obtencdo, considerando que estes sdo de origem bovina.

3.2.3 Biocompositos

Para suprir a crescente demanda de materiais com carater renovavel,
biodegradavel e sustentavel, biomateriais estdo sendo cada vez mais importantes para esse
desenvolvimento, particularmente através sintetizacdo de compositos na sua formulagéo
[81].

Os compdsitos sdo materiais multifasicos cuja as propriedades sejam uma
combinacdo benéfica (sinergia) das propriedades das duas ou mais fases que o
constituem. As propriedades dos compositos dependem de vérios fatores como a
geometria da fase dispersa. Os metais, por exemplo, apesar de ndo serem encontrados no
corpo humano possuem resisténcia mecanica e relativa inatividade em relacdo as
substancias bioldgicas que podem ser os preferidos para substituir ossos fraturados. Os
polimeros possuem propriedades Unicas, tais como viscosidade, maleabilidade,
moldabilidade e resisténcia mecanica comparavel as propriedades dos tecidos moles
encontrados no corpo. Além disso, compdsitos podem ser sintetizados para melhorar as
propriedades do material e melhorar o desempenho dos implantes désseos. Talvez a
aplicacdo de ceramicos nanofasicos na engenharia de tecido 6sseo seja uma das mais
viaveis [56].

O desenvolvimento de compositos de hidroxiapatita (HAp) / polimero é
considerado uma abordagem interessante na area de biomateriais, pois a incorpora¢édo do
colageno melhora a confiabilidade e diminui a rigidez presente na HAp, considerando
que o tecido dsseo consiste principalmente de HAp (78% em peso) e colageno (20% em
peso) esta € uma alternativa para substituicdo do tecido 6sseo duro [82]. As propriedades
da composicdo desse biomaterial devem também ser biocompatibilidade,
biodegradabilidade, ndo toxicidade (ou seja, esterilidade), bem como propriedades
mecanicas semelhantes as caracteristicas do osso natural. Biodegradabilidade desse
composto resulta da bioreabsorcdo da fase polimérica, ou seja, caracteristica das
moléculas de colageno para degradar no corpo e se envolver livremente nos processos
metabolicos, sem deixar vestigios [83].

O autor Uskokovi em 2003, realizou uma pesquisa sintetizando um biocomposito
de hidroxiapatita e colageno, dando atencédo ao a influéncia da temperatura e da pressao,
através de prensagens a frio e a quente, utilizando temperaturas de 20°C e 60°C,
respectivamente, ambas sob pressdes de 49 MPa. Como resultado desta comparacéo, foi
possivel verificar que a sintese do composito atraves do tratamento termomecénico nao
desnaturou a estrutura do colageno a 60°C. Além disso, nessa temperatura houve uma
maior coesdo entre a ceramica (HAp) e a fase polimérica (Colagena). Materiais
alternativos poderiam ser elaborados através das variagGes da fonte da matéria prima,
mudanga nos parametros de sintetizacdo e mudanca nas fases dos materiais, como por
exemplo, a substituicdo do coldgeno em po pela fibra de colageno.
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Segundo Maya e Thomas (2008), materiais compdsitos reforcados com fibras
naturais podem ter a resisténcia a tracdo e o médulo de elasticidade aumentado, até certo
ponto. Além de este possuir outras vantagens como [85]:

e Ambientais: representam recursos renovaveis e requerem pouca energia
durante a producéo;

e Bioldgicas: sdo produtos organicos naturais e pouco perigosos para a saude,
pois ndo originam efeitos dérmicos adversos no seu manuseamento e nao
apresentam perigo biologico aquando da sua alienacao;

e Tecnolbgicas: tém boas propriedades mecénicas (ao nivel do amortecimento
e da rigidez, por exemplo), sdo mais leves, sdo dotados de boa capacidade de
isolamento térmico, elétrico e acustico (devido a estrutura tubular das fibras,
com muitos vazios), excelente desempenho a baixa temperatura, baixa
dilatacdo térmica, versatilidade para formas 2D complexas, ndo abrasivos e
dotados de grande flexibilidade de processamento;

e Econbmicas: as biofibras sdo mais baratas do que as fibras sintéticas; sociais:
tém beneficios ao nivel da agricultura, porque constituem um rendimento
secundario para os agricultores e também porque estdo disponiveis a uma
escala mundial, mais generalizada;

e Risco: as biofibras exibem um comportamento mais seguro em ensaio, menos
suscetivel de provocar acidentes durante a fragmentacéo e estilhnacamento.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENCAO DA MATERIA-PRIMA

A matéria-prima utilizada na pesquisa, escama e pele do Arapaima Gigas, foi
obtida através do rejeito apds o filamento do peixe comercializado por um frigorifico de
pescado que trabalha com peixes de manejo na cidade de Manaus. A manta retirada com
as escamas possuia um peso de 29 Kg e comprimento de 1,40 m. Onde foram extraidas
também aproximadamente 500 escamas (figura 6).

Figura 6: Manta do Pirarucu apos o filamento da carne
Fonte: Autor, 2017

Ap0s a coleta, foi realizada a separagdo da escama da pele, manualmente, com o
auxilio de uma pinca, para que a pele e a escama pudessem ser beneficiadas em processos
distintos.

4.2 BENEFICIAMENTOS DAS ESCAMAS
4.2.1 Caracterizagéo preliminar das escamas

Com o interesse de estudar a composi¢éo da escama do pirarucu, foi realizada uma
analise prévia da escama “in- natura”, para verificar qual a estrutura e composi¢ao
quimica da mesma, sem intervencdo de tratamentos térmicos ou quimicos. Além disso,
esta escama possui uma parte branca e lisa, que fica em contato com o couro do pirarucu,
e outra parte escura e rugosa, que fica em contato com o meio externo, protegendo o peixe
de ataques de piranhas, por exemplo. Devido a essas caracteristicas também foi verificado
se havia diferenca quimica e estrutural, entre a parte escura e a parte branca da escama.

Além disso, as escamas foram caracterizadas termicamente, através do
equipamento SDT Q600 da Ta Instrument, localizado no laboratério de Ensaios Fisico-
Quimicos/FT/UFAM. As amostras foram aferidas a aproximadamente 10 mg, a taxa de
aquecimento foi de 10 °C/min até a temperatura final de 1000 °C, com fluxo de gas N 5.0
de 30 ml/min. O cadinho utilizado nos testes foi o de alumina de 90 microlitros sem
tampa. Este analisou simultaneamente a perda de massa (TGA), a derivada térmica
diferencial (DTA) e o diferencial calorimétrico (DSC) que compreende a medida de
energia fornecida a substancia e ao material de referéncia (inerte termicamente), que
aumenta a temperatura em que a amostra e a referéncia estdo submetidas, identificando
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assim a ocorréncia de mudancas fisicas ou quimicas, em que ha liberacdo ou absorcao de
calor [86].

Para estudo da estrutura, foi realizado uma analise de DRX, no laboratorio
LabMAT (UFAM), utilizando o difratdmetro de modelo da Panalytical (Empyrean), neste
a amostra fica parada no centro 6tico goniometro, enquanto o tubo de raio x e detector
se movem de 0 a 20, sendo utilizado um tubo de cobre como fonte de raio X, com
comprimento de 1.5418 A, utilizando um passo de 0.02 °/s, de 10 a 100 6. Apds a
concluséo da leitura no difratdmetro, os dados obtidos no programa data collector foram
plotados no Software Origin Plus 8.0.

Para uma boa qualidade da andlise, a amostra deve estar com a menor
granulometria possivel e possuir certa uniformidadeno tamanho. Como a escama é um
material duro a diminuigdo da granulometria da escama “in-natura” foi realizada com
alicate. Sendo que esta havia sido previamente limpa com agua destilada e seca em
temperatura ambiente. Na Figura 7, é possivel verificar a escama no porta amostra, tanto
a parte externa (escura), como a interna (branca), ambas foram utilizadas com o objetivo
de detectar se a maior exposi¢ao ao meio ambiente na origem da escama, afeta a estrutura
da apatita.

.' A e ; ,
Figura 7: Amostras de Escama de Pirarucu para analise de DRX
Fonte: Autor,2017

Para a analise quimica, pela absorcdo de raio X, foi utilizado o espectrémetro
presente no laboratério LaMAC disponivel para pesquisas ha UFAM (Universidade
Federal do Amazonas), da marca PANalytical, modelo EPSILON 3 XL (Tensdo maxima:
50 Kv; Corrente maxima: 3 mA), que também opera com gas hélio hd uma pressdo 10
atm (10 kgf/cm?).

4.2.2 Limpeza das escamas

Foi realizada inicialmente uma lavagem com agua corrente, com intuido de
remover residuos fisicos das escamas. Em seguida, foi realizada uma segunda lavagem,
com agua previamente aquecida a 60°C, onde as escamas permaneceram imersas por
aproximadamente 20 minutos, a fim de amolecer a parte escura da escama, que
corresponde a uma carga organica que fica em contato com o meio ambiente. Esta foi
posteriormente removida com o auxilio de uma escova, e em seguida, as escamas foram
lavadas novamente com agua quente, aproximadamente 10 litros de agua foram utilizados
nesse processo para a remogéo da gordura e residuos presentes.

Uma terceira lavagem foi realizada, com agua deionizada, para retirar 0s minerais
da superficie. Apds esta etapa, as escamas ficaram submersas em uma solucao de acido
citrico 0.02%, na proporgdo de 1:2, durante 20 minutos, que serviu como um biocida e
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auxilia na prevencao do crescimento de microrganismos nas escamas durante 0 manuseio
e armazenamento.

Em seguida, foi retirado o excesso de agua/ solugédo das escamas e estas foram
colocadas em uma bandeja metélica para posteriormente ser levada a estufa, com
circulacdo de ar, a 60°C, por 24 horas, para remocao da dgua superficial. Apds a secagem
as escamas foram armazenadas em sacos hermeticamente fechados.

Imersdo em )
: Remogao fisica
agua quente d51ado
(B0PC - 20 min)
Lavagem com
z Lavagem com
agua agua quente
deionizada 9

A)

Lavagem com
J agua corrente

ESCAMA

Imersdo em
acido citrico
(0.02%- 30 min)

Secagem
(60FC- 24h)

i

Figura 8: Fluxograma da Limpeza da escama
Fonte: Adaptado de Melo, 2017.

4.2.3 Extracéo da Hidroxiapatita (HAp)

As escamas serdo tratadas para extracdo da hidroxiapatita, através de uma
adaptacdo da metodologia empregada por Melo (2017), que utiliza o tratamento térmico-
alcalino para a desproteinizacdo da escama da tilapia e obtencdo da HAp natural. O
tratamento térmico- alcalino pode gerar certas modificacGes na estrutura, visto que 0s
compostos alcalinos agem como catalizadores.

A escama do pirarucu consiste em um material de certa dureza e flexibilidade, que
inviabilizam a moagem em moinhos comuns. Devido a estas caracteristicas fisicas antes
do inicio do tratamento térmico-alcalino, foi realizada uma calcinagdo, visando a
obtencdo de um pd e remocdo da agua estrutural, onde o tamanho dos grdos foi
padronizado com o peneiramento.

A escolha da temperatura de calcinacdo teve como base a andlise térmica,
realizada da escama “in- natura”, onde foi verificado que a perda de massa estabilizou em
aproximadamente 700°C. Alem disso, foram realizados alguns testes, para avaliar a
estrutura da HAp, com temperatura de calcinagdo e tempo de permanéncia diferente. A
fim de estabelecer qual o parametro ideal na obtencdo do p6. Como critério de aceitacao,
foi avaliado nédo sé o padrdo de difracdo, como também o tamanho do cristalito, obtido
através do refinamento de Rietveld. Apos a calcinacdo, o tratamento teve inicio com um
pré-tratamento &cido, no qual foi utilizado &cido cloridrico 0.1M, sob agitagéo, utilizando
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um agitador magnético, a 600 rpm, em temperatura ambiente. Em seguida, a solugdo de
HAp natural, foi neutralizada para inicio do tratamento alcalino, com hidréxido de sédio
5% (m/v), por cinco horas, com velocidade constante de 600 rpm e temperatura de 70°C.

Za HCI 0.1 molfL o NaOH 5% miv
ﬂ {[soomm,m, 25°() HedalESL A ‘ ” (600 rpm, Sh, 70°C)

Secagem Meutralizagdo+Filtragem P}Z(%Hr;i?n%mm
(80P C- 24h) ([pH 7- H2O Dest) 100°)
Ultrasson de Ponteira
(30 min, 55%) Secagem Peneiramento
10g de HAp/ 500mL de (80FC- 24h) (S min/ amp 2)
Etanol

,(/\\\
S //))
HAp

Figura 9: Fluxograma do Tratamento Térmico-Alcalino
Fonte: Adaptado de Melo, 2017

O tratamento teve continuidade com uma solugdo com concentragdo maior de
hidroxido de sodio, 50 %, sob mesma agitacdo, com a temperatura elevada a 100°C, por
uma hora. Posteriormente, a solu¢do foi filtrada e lavada no kitassato com &gua destilada
até neutralizacdo do pH em 7.0, para que entdo pé (HAp) fosse seca por 24 horas a 60°C.
Ap0s a secagem, 0 pé obtido é submerso em alcool etilico (99.3 %), em uma proporcéao
de 10g/500 mL, sob o efeito de um Sonificador Ultrassdnico (ECO-SONICS), modelo
QR 1000, por 30 minutos com 55% de poténcia. Por fim, o pd é filtrado ¢ novamente
seco, a 60°C, por 24 horas, para que este possa ser homogeneizado em almofariz de agata
e peneirado para padronizacdo da granulometria com a peneira de abertura 45 mm (325
mesh).

4.2.4 Caracterizagdo da HAp

Na caracterizacdo da HAp, também foi utilizado as técnicas de DRX e FRX,
seguindo as mesmas condi¢des de analise da escama, nos mesmos equipamentos. No
entanto, tambem foi realizado também uma analise de infravermelho com transformada
de Fourier, utilizando um espectrdmetro Thermo Electron (modelo Nicoleti S10), com 32
varreduras na faixa de 4000 a 400 cm™ e resolucéo de 4 cm™*. Cada amostra foi misturada
com KBr na proporgéo 1:100 e prensada em disco na presséo 80 KN e por 1 min. Neste
0s espectros de absorcdo, emissdo e reflexdo de espécies moleculares podem ser
racionalizados assumindo-se que todos se originam de numerosas variagdes de energia
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produzidas por transa¢es de moléculas de um estado de energia vibracional ou rotacional
para outro, possibilitando assim a identificacdo dos mesmos no material estudado [87].

A HAp natural também foi avaliada quanto a sua distribuicdo e tamanho de
particulas, visto que este é um parametro fundamental para muitas operac6es de produgédo
e processamento envolvendo sistema de materiais particulados, além de influir na
microestrutura do material, afetando a resisténcia mecénica, a densidade e as
propriedades térmicas e elétricas dos produtos acabados. Portanto a sua determinacdo é
uma etapa critica em todos os processos pois podem gerar perdas econémicas decorrentes
de produtos com baixa qualidade com alta taxa de rejei¢cdo nos processos de compactagédo
[88]. Para esta foi utilizado um Analisador de Particulas Beckman Coulter, modelo LS 13
320. Para andlise foi pesado 0,2 gramas de HAp natural, com alvo 177, inferior 16” e
superior 187, com obscuracao de 4%, por 21 segundos com vacuo médio em agua.

4.3 BENEFICIAMENTO DA PELE

4.3.1 Limpeza e conservacao da pele

Primeiramente, foi realizada uma limpeza com &gua corrente, com o intuito de
remover residuos fisicos presentes, conforme a figura 8. A pele foi cortada em pedacos
pequenos para o tratamento de 0.5 x 0.5 cm?, com o uso de uma tesoura de corte, propria
para alimentos. Em seguida a pele foi congelada, ha -20°C para cessar a atividade
metabdlica e crescimento microbiano, para conservagdo no freezer com temperatura
controlada até a extracdo do colageno.

Figura 10: Pele do Pirarucu sem escamas
Fonte: Autor, 2018

4.3.2 Caracterizacdo preliminar da pele do pirarucu

A pele foi caracterizada preliminarmente quanto ao seu comportamento térmico,
através das andlises de DSC/TGA, conforme abordado na segdo de técnicas de
caracterizacdo deste trabalho, com a faixa de temperatura de 20 a 900°C e taxa de
aquecimento de 10°C/min utilizando fluxo de nitrogénio 50 ml/min.
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4.3.3 Extragdo do Colageno

Para extracdo da gelatina foi utilizado uma metodologia adaptada de LIU et. al.
(2015), que testou o efeito do pré-tratamento alcalino e da extracdo acida em diferentes
niveis, na extracdo do colageno da tilapia. Com o pirarucu, foi utilizado os parametros de
maior eficiéncia neste estudo, utilizando hidréxido de sédio (NaOH) 0.5 M para a
remocao das proteinas ndo colagenosas a 20°C.

Em seguida, a pele foi neutralizada, com agua destilada, gelada e imersa sob
agitacdo em uma solucédo de alcool butilico a 10%, por 48 horas, trocando a solugdo a
cada 12 horas, com a proporcao de 1:20 (m/v), esta etapa de pré- tratamento, pode ser
visualizada na area azul do fluxograma na figura 11.

-
NaOH Q.
lavagem com (Corte [0.5x0.5 cm2) )[[60 r?:;?n' 1025hr...420-

agua corrente + Conservagao C: 1:20 g/ml)
J
PELE
Neutrallza;ao A[c elg?::;-e;iioh?g?gfv Neutralizagdo
(H20- pH 7.0) 1:20 mAvl (H20- pH 7.0)
\ J
(G (o N
Alcool Butilico 10% viv Pracipitacio Centrifugagao
(60 rpm; 24 h; 20°C; [NaHCpOl3 g aM) [4°C; 80 min;
1:20 mjv) G 11.000 rpm)
\ \ J
(" R
gt i g Neutralizagdo
\(‘/ Liofilizagao (H20- pH 7.0)
FCn+Cn « J

Figura 11: Fluxograma da Extrag8o acida do colageno
Fonte: LIU et. al. (2015).

Posteriormente, a pele passou por uma extracdo acida, com &cido acético
(CH3COOH) 0.5 M, a 20°C, por 72 horas com troca de solugdo a cada 24 horas, na
proporgdo de 1:40 (m/v). O resultado da reacdo da pele com o acido acético no tempo
estipulado € um liquido viscoso, que contém colageno e alguns sais, este a cada troca de
solucéo foi reservado e conservado, com vedagdo utilizando parafilm, a temperatura de
4°C. No fim da extragéo, a pele representada na figura 12, é descartada.
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Figura 12: Pele durante extracdo acida
Fonte: Autor, 2018

Em seguida, para que ocorra a precipitacdo do colageno, € necessario que o pH
atinja a faixa basica de 8 a 9, para tal, foi utilizado uma solucéo de bicarbonato de sddio
0.9 M (com o pH corrigido para 10, utilizando hidréxido de sédio 2 N).

Com o colageno precipitado, a solucao foi centrifugada, com rotacdo de 11.000
rpm, por 60 minutos com temperatura controlada de 4°C, da marca Hitachi, modelo
CR21GllIl. Por fim, o coldgeno em po é liofilizado, por 72 horas, para que a agua
superficial seja completamente removida, auxiliando assim no processo de preservagdo
até o uso e substituindo o processo de secagem convencional. O produto obtido foi
armazenado em frascos de vidro, hermeticamente vedados.

4.3.3 Caracterizacao do colageno

O colageno obtido foi caracterizado através do teor de proteinas, onde a
concentracdo de proteinas foi determinada utilizando um kit 2-D- Quant. Este kit foi
projetado para a determinacdo precisa da concentracdo de proteinas em amostras
preparadas para técnicas de eletroforese, como eletroforese em 2D, SDS-PAGE ou IEF.
Para determinacdo é realizado uma precipitacdo quantitativa de proteinas, deixando
substancias interferentes decantadas. O ensaio se baseia na ligacao especifica de ions de
cobre a proteina, cujo as proteinas precipitadas sdo ressuspensas em uma solugédo
contendo cobre e o cobre ndo ligado é medido com um agente colorimétrico. A
absorvancia a 480 nm esta inversamente relacionada a concentracao de proteina, sendo
que o ensaio tem uma resposta linear a proteina com um volume na faixa de 0 a 50 pg.

Além disso, o colageno foi caracterizado quanto a sua umidade, através da
Titulacdo Karl Fisher, que possibilita a obtencdo precisa do teor de 4gua dos materiais
utilizando o modelo KF V30S da Mettler Toledo.

A analise dos compostos no infravermelho com transformada de Fourier foi
realizada na mesma faixa da caracterizacdo da pele de 400 a 4000 cm™. Da mesma forma,
foi realizado uma nova anélise térmica DSC/TGA, para identificar o perfil de degradacéo
do colageno obtido.
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4.40BTENCAO DO BIOCOMPOSITO

O biocomposito nano-estruturado foi formado a partir de trés diferentes
composicdes variando a proporgdo em 15, 30 e 45% fibra de coldgeno em hidroxiapatita,
que estard sempre em maior proporcdo, conforme detalhado na tabela 4.

Tabela 4: Proporc¢des da formagdo do composito

Run| FCn | HAp |Proporc¢éo | Microdureza | Biodegradabilidade
1 15% | 85% 1,5/10 X1 Al
2 | 30% | 70% 3.0/10 X2 A2
3 | 45% | 55% 4.5/10 X3 A3

Fonte: Autor, 2018.

Os corpos para estudo das propriedades mecénicas foram obtidos por prensagem
uniaxial e isostatica, sem sinterizacdo para que ndo haja a degradacédo do colageno. Para
andlise do efeito das proporcdes do colageno no biomaterial, sera utilizado o programa
Minitab, para verificar a probabilidade de aceitacdo da hipotese e o efeito da variacdo do
colageno nas propriedades mecanicas.

Como analise prévia, para formacéo do corpo de prova, foi realizado uma analise
granulométrica a laser a fim de identificar o tamanho e distribuigdo das particulas da HAp.
Nesta técnica as particulas sdo dispersas num fluido em movimento causando
descontinuidades no fluxo do fluido, que sdo detectadas por uma luz incidente e
correlacionadas com o tamanho de particula. Para esta andlise as amostras foram
previamente maceradas em almofariz de 4gata e peneiradas na malha 45 ABNT de
abertura 0,35 mm, a fim de evitar um espalhamento alto no espectro de difracdo, que
ocasiona erros de leitura, pelo sombreamento de particulas maiores. Foi utilizado o
analisador de sélidos de bancada, modelo LS™ 13 320 MW, faixa de detecgao (0,04 a
2500 pum), com a amostra dispersa em alcool isopropilico e submissdo a agitacdo por
ultrassom durante 180 segundos para desaglomera mento das particulas. Com o resultado
dessa anélise sera possivel avaliar se havera o empacotamento tedrico do material, além
das possibilidades de mistura.

Os estudos tedricos e experimentais relacionados ao empacotamento de particulas
resultaram de duas abordagens basicas: uma discreta, que considera as particulas
individualmente (modelo de Furnas, equacdo 2); e outra continua, que trata as particulas
como distribui¢Bes continuas (modelo de Andreasen, equacéo 3).

Dlogr_DlogT

CPFT (%) = 100W (2)

Onde CPFT ¢ a porcentagem volumétrica de particulas menores que o diametro
D, DL é o diametro da maior particula, DS é o diametro da menor particula, r é a razéo
entre o volume de particulas entre duas malhas de peneiras consecutivas e g € 0 médulo
ou coeficiente de distribuicéo.

CPFT (%) = 100(>-) 3)
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Por meio de simula¢Ges computacionais foi verificado que valores de “q” menores
ou iguais a 0,37 podem favorecer o empacotamento maximo para distribuic@es infinitas,
enquanto que para valores acima de 0,37, verifica-se sempre uma porosidade residual.
Para uma mistura apresentar boa capacidade de escoamento, o valor do coeficiente de
distribuicdo deve ser menor que 0,30; assim, a consideracdo de g com valores proximos
a 0,30 favorece a producdo de concretos adensados sob vibragdo, enquanto que valores
menores que 0,25 resulta em misturas auto adensaveis [89].

4.4.1 Teste de biodegradabilidade

Para examinar a biodegradabilidade do compdsito, foi realizado um teste de
estabilidade utilizando uma solucdo salina, que simula os fluidos corporais, em uma
estufa com temperatura constante, a 36.5°C. Para realiza¢do do experimento, foi pesado
45mg do biocomposito em 10 mL de solugdo, no qual a massa foi pesada a cada 24 horas,
por um periodo de 22 dias, em triplicata para cada concentracdo 15, 30 e 45%.

A solucdo salina, também conhecida como SBF, do inglés, simulated body fluid,
sera preparada de acordo com a metodologia empregada por Smith et. Al (2018), com a
adicdo de 7.996g de NaCl, 0.350 g de NaHCOs3, 0.244g de KCI, 0.228 g de K:HPOa.
3H-0, 0.305 g de MgCl.. 6H20, 40 mL de HCI (1M), 0.278g de CaCl,, 0.071g de Na>SO4
e 6.057 g (CH20OHz) CNH.. O pH desta solugéo foi ajustado para 7.4 com adicéo de HCI
1 M, o volume total desta solucdo é 1L e permaneceu armazenado a 4°C, até utilizacédo e
a cada troca foi filtrada utilizando um filtro absoluto (bacterioldgico) de 10 x 0.22 micras.

4.4.2 Ensaio Mecanico

i) Microdureza

A microdureza é uma caracteristica do material que sofre influéncia da porosidade
e pode ser relacionada com a tenacidade a fratura. Os testes para determinar a dureza
foram baseados na resisténcia do material a deformacdo permanente na forma de
penetracdo ou identacdo. Varios sdo 0s métodos usados, neste estudo, sera realizado o
teste de microdureza de Vickers. O termo micro refere-se ao tamanho do indentador e ndo
ao valor da dureza. Neste teste o local de medigdo pode ser selecionado com alta preciséo
e um pequeno penetrador de diamante, com determinada carga é levado a pressionar o
material [90].

Para determinacdo da microdureza de Vickers (HV) foi utilizado um
microdurémetro Shimadzu HMV Micro-Hardness, com a aplicacdo de carga de 1,96N
por 15 segundos. O valor de HV é deduzido, a partir do tamanho médio das diagonais
impressas pelo identador piramidal de base quadrada, aplicado sobre a superficie polida
da amostra, segundo a equacéo abaixo, estabelecida pela norma ASTM C1327-08.

HV=0,0018544. P(I)2 (4)
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Onde P é a carga aplicada (em N), | é o valor das diagonais impressas (em mm),
HV é amicrodureza (em GPa). Segundo Black e Kohsher (2008), o ensaio de microdureza
pode sofrer influéncia, pelo tamanho e morfologia do grdo: Quanto menor e mais
alongado maior a dureza; pela carga aplicada: a taxa de aplicacdo ndo pode produzir
componentes laterais no movimento do identador; pela quantidade de impurezas: a
presenca de elementos estranhos a composicdo deve aumentar ou diminuir a dureza,
principalmente se houver formacéo de fase vitrea; e pela porosidade: a presenca de poros
diminui o volume de resisténcia, o0 que acarreta diminui¢do na dureza.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Beneficiamento da escama

)] Analise Térmica

Para conhecimento do comportamento térmico da escama foi realizado uma
analise termogravimétrica, representada pela figura 13, onde o eixo principal do diagrama
reproduz a perda de massa em percentual, pela técnica de termo gravimetria (TGA), o
eixo das abcissas a temperatura em funcédo do tempo e 0 eixo secundario a variacdo de
energia (fluxo de calor), traduzido pela técnica de calorimetria exploratoéria diferencial
(DSC).
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Figura 13: Analise Termogravimétrica da Escama do Pirarucu
Fonte: Autor, 2018

Com base na curva de perda de massa por temperatura (%/°C), é possivel
visualizar os eventos térmicos principais. O primeiro, em torno de 100°C, em que ocorre
a perda de 13% de massa equivalente a dgua e outros compostos volateis.

No estudo de Santos et. al (2013) foi observado em filmes de gelatina de Tilapia,
em torno de 95°C ocorre o inicio da fusdo da estrutura de colageno. Para Wong (1995), a
estabilidade téermica do colageno estd relacionada com seu conteudo de aminoacidos
(prolina e hidroxiprolina). Quanto mais elevado o conteido de aminoacidos maior é a
estabilidade das hélices. O colageno se desnatura a temperaturas superiores gerando uma
mescla de espécies com uma, duas ou trés cadeias polipeptidicas enroladas ao acaso,
dependendo da fonte do material.

O estudo realizado por Lancelotti (2014) avalia o colageno extraido da uva, este
observa uma elevada perda de massa e desnaturag@o do colageno na faixa de 430 a 680°C,
onde a perda varia de 44 a 50%.
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Tal similaridade, com o comportamento térmico da escama do Pirarucu, corrobora
com a hipotese de Meyers em 2012, que justifica a alta resisténcia das escamas do
Pirarucu, devido a presenca de fibras entrelacadas de colageno. De maneira que para a
escama do Pirarucu, é possivel verificar o inicio deste evento térmico em torno de 325°C,
onde pode se inferir de acordo com a literatura, o inicio da mudanca de fase das cargas
organicas presentes na escama do Pirarucu, no qual também ha uma perda acentuada de
massa até 500°C, no qual a energia induzida foi suficiente para desproteinizacdo das
proteinas colagenosas da escama, com perda de massa media de 30%.

Em 700°C, ¢ possivel verificar o derradeiro evento, caracterizado por uma perda
de massa menor, sendo que a partir deste a curva de massa (%), tende a estabilizacédo
eventos até a temperatura analisada de 1000°C. Neste é possivel inferir a decomposicao
de oxidos e carbonatos de célcio, cessando em uma perda de 52% de massa até 1000°C,
os autores Sanders e Gallagher em 2002, observaram uma decomposigéo similar para
CaCO3, em torno de 700°C.

Com base nestes resultados e conforme ja relatado por Torres (2012), o percentual
restante de massa € respectivo a fase inorganica, mineral e cristalina da escama (HAp).
Para que ndo houvesse perda de fase mineral, foi escolhido como patamar para o
tratamento térmico da escama, a temperatura de 1000°C, considerando que a amostra seja
aquecida com temperatura inicial em 25°C, como tratamento e eliminacao dos compostos
n&o relevantes para a obtengdo da HAp natural.

i) Difracéo de Raio-X

A figura 14, representa o difratograma da parte escura e da parte branca da escama
“in-natura”.
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Figura 14: Difracdo de Raio-X da Escama de Pirarucu “in- natura”
Fonte: Autor, 2018.

Por meio deste, foi possivel verificar que a escama “in-natura” possui uma
estrutura com fase cristalina, com cristalitos menores quando comparado com a
hidroxiapatita calcinada, com angulos caracteristicos dos compostos de apatita,
caracterizados no grafico com o asterisco, nos angulos: 26, 32, 39 e 44°.
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Além disso, ndo é percebido, uma diferenca estrutural, entre a parte escura e a
parte branca da escama, o0 que sugere que a diferenca pode ser somente na composi¢ao
organica, visto que a parte escura fica exposta ao meio e a parte branca que fica
entrelacada internamente na pele do pirarucu.

Para definicdo da temperatura do tratamento térmico, foi realizado uma calcinacao
preliminar, a 700°C e a 1000°C, com base na analise térmica realizada na escama do
pirarucu, visto que em outras literaturas, dentro desta faixa € propiciado a formacéo de
HAp cristalina como no tratamento realizado pelo autor Weinand (2009), que obteve a
HAp natural, com a calcinacdo a 900°C. Esta andlise, esta representada na figura 15, com
0 eixo das ordenadas normalizado pela divisdo do nimero maximo. Este difratograma
indica a presenca de fase cristalina, que se assemelha ao padrdo de HAp ja registrado na
base de dados do ICSD (Inorganic Crystal Structures Database), de numero 56307,
catalogado pelo autor Saeger e Kuhs (1992).

Também é possivel inferir que a calcinacdo acima de 700°C com tempo de
permanéncia de 4 horas ndo afeta a maioria dos picos presentes na estrutura da
hidroxiapatita, considerando que a 700°C € observado um pico de baixa intensidade, no
angulo de 37°, que pode estar relacionado a decomposicdo de alguma matéria organica
presente na escama, levando em consideracdo que esta decomposicdo também foi
observada na analise termogravimétrica. Este pico também nédo € detectado no padrédo
56307 e na calcinagdo a 1000°C, este fator foi confirmado com a andlise qualitativa por
fluorescéncia de raio-X, que mostrou que o percentual presente é toleravel para a HAp
natural, conforme ja relatado por outros autores.
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Figura 15: Difracdo de Raio-X da escama calcinada a 700°C e a 1000°C, com
ICSD 56307
Fonte: Autor, 2018.

iii)  Analise de Fluorescéncia de Raio-X

Os dados obtidos do efeito da fluorescéncia foram convertidos pelo software
Epsilon 3, onde foi obtido um espectro de energia dispersiva e uma tabela com os
percentuais encontrados de cada elemento. Com estes dados foi possivel visualizar que a
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escama calcinada a 1000°C, apresenta a composi¢do elementar que indica a presenca
hidroxiapatita, pelos elementos: calcio, fosfato, oxigénio e de magnésio e sodio. Estas
concentragcdes podem ser observadas na tabela 5, na qual a coluna Wt%, representa o
percentual em massa de cada elemento, a coluna At%, representa a massa atbmica e a
coluna Int.Error, representa o erro relativo a intensidade gerada em cada concentracéo,
em que mostra um erro maior nos elementos encontrados em menor quantidade.

Tabela 5: Quantificacdo dos elementos presentes na HAp
Elemento Wt% At% Int. Error

O 59,2 75,79 0,1
Ca 23,45 11,98 0,3
P 15,68 10,37 0,3
Na 0,84 0,74 0,1
Mg 0,82 0,69 0,2

Total 100,0 100,0 -
Fonte: Autor, 2018.

A autora Melo em 2016, também determinou 0s minerais presentes na escama da
tilapia. Nesta escama, também foi possivel identificar a presenca de s6dio e magnésio,
dentro dos limites de deteccdo, representando 0.84 e 0.82 wt%, respectivamente. Estes
valores podem variar de acordo com a regido e caracteristicas da fonte biogénica, onde o
clima, a alimentacdo e o0s sais presentes na agua afetaram no percentual de sais
encontrados na escama.

Ainda que haja a presenca de outros sais na composic¢do da HAp, a razdo molar
de Ca/P encontrada esta em 1.5, se enquadrando assim na faixa estipulada para a
hidroxiapatita, que compreende a razdes molares de 1.5 a 1.67, de acordo com Fulmer et.
al (1992). No entanto, alguns autores como Dorozhkin (2002), relatam essa razdo como
uma fase da hidroxiapatita deficiente em célcio.

iv) Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier

A transmitancia gerada pela analise de infravermelho, representado na figura 16,
identifica os principais grupos funcionais da hidroxiapatita em um intervalo de 4000 a
500 cm™. Neste é possivel verificar que a maior incidéncia de transmitancia dos
compostos € no range de 1450 a 550 cm™ respectivo aos principais compostos da
hidroxiapatita que s&o as bandas do fosfato (P03™), carbonato (C0Z™) e hidroxila (OH ™).
A banda 1649 cm™ refere-se ao grupo OH ™, produzido pela deformagdo da molécula de
H,0 no processo de sintese. Os resultados obtidos no espectro estdo de acordo com a
literatura [99, 100, 101, 102].
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Figura 16: Espectro de FT-IR da escama do Pirarucu
Fonte: Autor, 2018

V) MEV-FEG ZEIS

A figura 17 representa um mapa de acordo com a incidéncia dos elementos da
metodologia FEG da HAp natural, onde é possivel verificar a distribuicdo dos ions de
calcio, magnésio, sadio e fosfato. Como complemento no conjunto de imagens da figura
18 é possivel verificar aglomerados de particulas com grandeza menor que 2 um, figura
18(a) com ampliacéo de 5000X, menor que 1 um, figura 18(b) com ampliac¢éo de 10000X,
com dimensdes e cristalitos que variam em uma escala maior e menor que 200 nm,
conforme se observa na figura 18(c) com ampliagdo de 20000X.

0 T e T AT
Figura 17: Mapa FEG- HAp Natural- 1000°C
Fonte: Autor, 2018.
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Figura 18: Micrografias-MEV de particulas de HAp Natural a 1000°C:
(a) 5000X, (b) 10000X e (c) 20000X.
Fonte: Autor, 2018.
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A forma comum observada das particulas varia de lamelar (flakes) a angular, de
acordo com o padronizado por German (1994), além de que se observa na figura 18(c)
um cristalito hexagonal que confirma o padréo discutido na analise de difracdo de Raio
X.

Estas estdo dispostas em aglomerados que também foram evidenciados pela
pesquisa dos autores Santos, Florentino e Saeki (2005), na qual os autores relatam a
aglomeracdo como benéfica para a formacdo de poros submicrométricos entre si, que
permitem a circulacdo do fluido corporal, dentro do material, facilitando a ades&o e
osteoconducéo.

vi) Anadlise da distribuicdo das particulas

Comumente para analisar a distribuicdo no tamanho das particulas os dados
utilizados sdo os graficos de distribuicdo de frequéncia acumulada e incrementais e 0s
decis: D10, D50 e D90 que correspondem, respectivamente, aos valores que 10, 50 e 90%
da distribuicdo das particulas apresentam diametros menores. Na figura 19 é possivel
visualizar a distribuicdo das particulas onde o eixo y, representa o volume em percentual
e 0 eixo X representa o diametro da particula em pum.
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Figura 19: Distribuicdo média das particulas de HAp (1000°C)
Fonte: Autor, 2018.

Para interpretacao pode se considerar o diametro das particulas com os respectivos
percentuais em: <10%= 0,63 pum; <50%-= 4,07 um; <90%= 18,66 um; <99%= 24,44 um;
e 100%-= 30,07 um. Foi possivel verificar também os valores de média, mediana e moda,
em 6,94, 4,07 e 19,76 pum, respectivamente.

Considerando que para analise, foi coletado uma amostra sem peneiramento apos
a etapa de tratamento, os valores encontrados, principalmente na mediana da amostra,
19,76 um, reforcam a necessidade de peneiramento antes do preparo do biocompdsito,
onde pode ser Util a separacéo acima de 2 um, visto que no range de 0.4 a 2 um, é possivel
verificar que a distribuicdo tende a ser normal, caracteristica considerada benéfica para o
empacotamento e adesdo dos graos na matriz de fibra de colageno.
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5.2 Beneficiamento da Pele

i) Analise Térmica da Pele do Pirarucu

Os eventos termodindmicos da pele do Pirarucu, podem ser divididos em quatro
partes (figura 20), o primeiro, de 50 a 125°C, apresenta um comportamento endotérmico,
e representa cerca de 45% da perda de massa provavelmente gerado por uma acdo de
desidratacdo, o autor Corréa et. al. (2013), considera também que a perda de massa até
175°C, pode ser referente a evaporacao de diferentes compostos volateis, incluindo agua
e algumas proteinas da gelatina de colageno, visto que a agua associada ao interior ou da
superficie da tripla hélice, pelas ligacdes de hidrogénio, ou até mesmo agua situada entre
as camadas de proteinas.
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Figura 20: Analise Termogravimétrica da Pele do Pirarucu
Fonte: Autor, 2018

Acima de 200°C, ¢ possivel verificar uma sucessdo de rea¢des termodinamicas,
devido ao alargamento dos picos onde em torno de 300 a 570°C, ocorre uma liberacédo de
calor latente, representada pelo pico exotérmico, que pode ter sido gerado pela
desnaturacdo de proteinas e gorduras, visto que ao final deste evento a perda de massa
representa cerca de 90%. Melo (2017), também observou uma perda de massa em 332°C,
a autora atribuiu este evento a degradacéo térmica da gelatina de colageno.

Em seguida, ha a presenca de mais duas liberacdes de energia uma que vai até
cerca de 725°C e a outra proxima a 800°C, onde esta tende a se estabilizar, além de que
a perda de massa nestes dois eventos ja ndo foi tdo acentuada, podendo representar dessa
forma uma degradacao oxidativa.
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i) Difracdo de Raio X

No difratograma representado na figura 21, € possivel verificar que o coldgeno em
po6 (Cn) e a fibra de coldgeno (FCn) apresentam fase cristalina, sendo que o padrdo do
colageno possui picos mais estreitos o que sugere cristalitos maiores do que que a fibra
de coldgeno, considerando também que as caracteristicas fisicas da amostra. Este
difratograma foi comparado com alguns estudos, onde ha a presenca de fase cristalina
para o colageno foi caracterizada com picos mais largos, sendo que a maior intensidade
foi detectada no mesmo range de 20 a 50°, esta diferenca pode ser justificada devido
condigdes da amostra, dado que nestes estudos a amostra estava em forma de gel e néo
em p6 [106,107].
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Figura 21: Difracdo de Raio-X do Colageno Natural (Cn) e Fibra de Colageno
(FCn)

Fonte: Autor, 2018.

iii) Teor de Proteinas

O teor total de proteinas serve como base para identificar o percentual médio de
colageno que a amostra pode conter, no entanto, esta analise ndo é suficiente para mostrar
como 0s aminoacidos estdo presentes e ligados entre si, visto que estes podem variar entre
hidroxiprolina e hidroxilisina, e o conteudo total de iminoacido (prolina e hidroxiprolina).

Como produto da extragdo do colageno da pele do Pirarucu, foi obtido dois
materiais com caracteristicas diferentes, apos a liofilizacdo. O primeiro ficou agregado na
parede do frasco, como coloragdo branca, este produto pode ser macerado, para a
obtengdo de um pd fino, como se observa na Figura 22(a). O segundo produto obtido
apresentou caracteristicas bem distintas, e ficou entrelacado no interior do frasco,
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podendo ser quebrado manualmente, no entanto, este ndo é maceravel, pois tem apresenta
caracteristicas de fibra, como se observa na Figura 22(b).

Figura 22: Materiais obtidos apds a liofilizacéo: (a) Colageno em pé e (b) Fibra
de Colageno.

Para a formacdo do biocompdsito através destas matérias primas, a cada 100
gramas de pele de Pirarucu, foram extraidas aproximadamente 24% em massa de fibra de
colageno (FCn) e cerca de 5% em massa de colageno em pé (Cn), com teores de proteina
de 98,10% (+0,043) e 87,98% (+ 0,039), respectivamente. O autor Prestes et. al. (2013),
obteve um teor de 97,39% para a fibra de colageno e 87,35% para o po de colageno
hidrolisado, sendo que este também determinou a hidroxiprolina em 7,50 e 3,75%, na
fibra de colageno e no coldgeno em pd, respectivamente, onde podemos inferir que
provavelmente devido aos teores proteicos dos colagenos provenientes da pele do
pirarucu estarem mais altos, estes podem conter maiores valores de hidroxiprolina.

Conforme ja relatado pelo autor Maximo et. al. (2010), o interesse nas fibras de
proteina € maior devido a sua maior concentracao de proteinas, que afeta também as suas
propriedades mecanicas, a capacidade de absorcdo da agua, o potencial gelificante e
estabilizante como biomaterial.

iv) Espectroscopia no Infravermelho com Transformada de Fourier (FCn- Cn)

A andlise no infravermelho esta representada no espectro da figura 23, onde é
possivel verificar hd uma diferenca sutil na intensidade das bandas da amostra de
colageno (Cn) e da fibra de colageno (FCn), tais estiramentos sdo similares com as
literaturas consultadas, ao verificar: uma banda intensa em 3438 cm™* que corresponde a
banda de estiramento do OH"; Para identificacdo das proteinas, podemos destacar a banda
estrutural em 1643 cm™ que é atribuida a amida primaria e a absor¢do em 1561 cm™, que
corresponde a amida secundaria, para a amida terciaria pode se inferir o estiramento em
1011 cm™ que ocorre devido as interacdes intermoleculares do colageno e consiste no
estiramento de C-N e N-H no plano de flexdo da ligacdo da amida. Por fim, a banda em
2921 cm™, corresponde ao estiramento de CH-, em vibrag@es simétricas e assimétricas
presente nas proteinas. As bandas intensas de 800 a 1200 cm™ estéo relacionadas com a
presenca de anéis piranosidicos [109, 110,111].
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Figura 23: IR- FT Colageno Natural (Cn) e Fibra de Colageno (FCn)
Fonte: Autor, 2018.

O autor Santos et. al. também associou a presenca de proteinas, pelas bandas
caracteristicas observadas em 1658 cm! cm™, para amida primaria e em 1540 cm™ para
amida secundaria, onde a vibracio detectada em 1643 e 1561 cm™, pode ser associada
também a estes compostos com a diferenca de que neste estudo o autor indicou uma banda

em 1240 cmt, para amida terciaria e nesta amostra a proxima banda caracteristica foi em
1011 cm™,

V) Microscopia Eletronica de Varredura- FEG Zeiss
Através do mapa FEG, representado na figura 24, é possivel visualizar a

distribuicdo dos elementos nas amostras de colageno e fibra de colageno respectivamente,
identificando: sddio, carbono e oxigénio.

e
oY G

Figura 24: Mafia

Fonte: Autor, 2018.
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Fonte: Autor, 2018.

Sy
a) 10000X, (b)

50



1 } _ ST N i &
2pm EHT = 5.00kv Mag= 5.00KX Signal A= InLens  Date :28 Jun 2018
WD=39mm Pixel Size =22.92nm  Photo No.=7761 Time :9:45:14

200 nm EHT = 500kvV Mag= 20.00KX Signal A= InLens Date :28 Jun 2018
WD=39mm  Pixel Size =5.729nm  Photo No.=7763 Time :9:46:25

i

Figura 26: Micrografias-MEV da Fibra do Colageno Natural (FCn)
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Fonte: Autor, 2018.
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No conjunto de imagens da figura 25, tem se a microscopia eletronica de varredura
da amostra de colageno onde é possivel verificar um aglomerado reticulado, que
nanometricamente, na figura 25(a) com ampliacdo de 10000X, figura 25(b) com
ampliacdo de 20000X, e figura 25(c) com ampliacdo de 40000X possuem caracteristicas
de um filme com alguns poros. De acordo com Moreira (2014) e Allegretti (2009) para
que as fibras aparecam em rede tridimensionais, as cargas positivas devem ser reduzidas
por meio da adi¢do de agua na leitura, além de manter o colageno em solucédo de acido
acetico, para que assim as fibras permanecam soluveis.

Quando comparamos a microscopia do colageno obtido em pé da fibra de
colageno (figura 26) € evidente que a fibra possui uma aglomeracdo maior de proteinas,
0 que consequentemente dificultaria a reversao para solugcdo em acido acético depois de
liofilizada.

vi) Analise e Metodologia BET

Para avaliar as caracteristicas dos poros das nanoparticulas, foi realizada uma
investigacdo em triplicata para o colageno em po (Cnl, Cn2 e Cn3) e para a Fibra de
Coléageno (FCnl, FCn2, FCn3) a partir das isotermas de adsorcdo de nitrogénio pelo
ensaio Brunauer-Emmett-Teller (BET), com os dados representados na Tabela 7.

Tabela 6: Caracteristicas dos poros do Cn e FCn

Medida Massa Volume Volume Tempode Temperatura P Vapor Areade
Padrdo Morto  Equilibrio de adsor¢cdo Saturado Adsorcao
Unidade G cm?® cm?® S K KPa nm?

Cnl 0.26 9.02 13812 O 77 109.31 0.162
Cn2 0.26 9.02 13812 O 77 109.31 0.162
Cn3 0.26 9.02 13812 O 77 109.31 0.162
FCnl 0.21 9.02 13.85 0 77 109.33 0.162
FCn2 0.21 9.02 13.85 0 77 109.33 0.162

FCn3 0.21 9.02 13.85 0 77 109.33 0.162
Fonte: Autor, 2018.

Nesta € possivel verificar que a area de adsorcdo é a mesma para o colageno e para
a fibra de colageno, variando apenas em volume morto e pressdo do vapor saturado que
ainda ndo chega a ser significativos por a diferenca é centesimal, viabilizando o uso de
ambos materiais como matrizes de particulas nanomeétricas.

5.3 Obtencédo do Biocompdsito (HAp- FCn)

1) Biodegradabilidade

A biodegradagdo é um processo complexo que pode envolver trés elementos
principais: a presenca de microrganismos, os fatores ambientais e o substrato. Neste
estudo, foi avaliado os fatores ambientais, no que tange a temperatura e umidade de
incubacdo e a presenca de sais nos substratos com variagdo na concentracao de fibra de
colageno em hidroxiapatita.
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Para avaliar a perda de massa das amostras foi realizado uma pesagem inicial no
tempo zero (dia), até o tempo final em 22 dias, considerando uma pesagem a cada 24
horas e triplicata das amostras nas respectivas concentracdes: 15, 30 e 45%. De acordo,
com a curva representada na figura 27, pode se inferir que houve uma baixa degradacéo
das amostras, quando analisado a perda de massa em percentual, onde a variacdo da
concentracdo da fibra de colageno néo interfere no comportamento de degradacéo, que
tende a estabilizacdo em 3,84% a partir do décimo segundo dia.

BIODEGRADAGCAO (FCn- HAp)

Degradacao (%)

=== 15% 30% 45%

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011121314 151617 18 19 20 21 22

Tempo (dias)

Figura 27: Curva de biodegradacdo do compdsito formado de HAp em FCn.
Fonte: Autor, 2018.

A adicdo de nutrientes no meio provoca um bioestimulo, onde para este estudo 0s
nutrientes dispostos no meio, podem néo ter sido suficientes para promover a degradacao
total do material, o que poderia justificar a utilizacdo de um segundo substrato ou anélise
em um tempo maior para detectar o tempo para degradacao total.

i)  Microdureza de Vickers

De acordo com o teste mecanico para Microdureza de Vickers, foi verificado uma
correlagdo inversa da resisténcia mecanica com o aumento da concentragdo de FCn,
representado como grafico, na figura 28. Como consequéncia também podemos relatar
uma tendéncia no aumento da propriedade mecanica com o aumento da densidade do
material, visto que o corpo de prova com maior densidade (15%) apresentou maior dureza
0,42 GPa.

De acordo com Cota (2015), a dureza de Vickers de bioceramicas a base de HAp,
estd na faixa de 3 a 7 GPa, fato que corrobora com os resultados encontrados [115]. No
entanto, Nicolazo et. al (2003), obteve valores que variam de 0,17 a 0,25 GPa, utilizando
uma carga de 1 N.
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AVALIACAO MECANICA DO BIOCOMPOSITO
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Figura 28: Grafico de Dureza Vickers do Biocompdsito em diferentes concentracoes
Fonte: Autor, 2019

O estudo de Laasri et. al. (2012), utilizou pecas de B-TCP, também prensadas
unixialmente, a 60 MPa e posteriormente a 300 MPa, sinterizando a diferentes
temperaturas, com resultados de dureza de Vickers variando de 0,50 a 0,90 GPa, para
grdos médios de 12 pum.

De acordo com Dorozhkin (2010), a dureza possui uma relagéo proporcional com
o tamanho do grdo até que alcance um determinado tamanho critico, além disso em
pesquisas a deste autor € e Laasri et. al (2012), é possivel notar que com o aumento da
temperatura de sinterizacdo ha um aumento do grdo. Tal fato, ndo influenciou a dureza
deste estudo, visto que o composito formado néo foi sinterizado ap6s a prensagem com o
objetivo de ndo desnaturar o colageno.
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6. CONCLUSOES

A escama do Pirarucu é uma fonte promissora para a producdo de biomateriais a
base de fosfato de célcio, e a 1000 ° C com tratamento alcalino é possivel obter uma fase
de hidroxiapatita estavel com uma estrutura cristalina hexagonal, com raz&o molar de 1,5
Ca/ P. Este processo teve um rendimento médio de 47%, considerando que a maior perda
ocorreu durante o tratamento térmico.

Assim como a escama, a pele do pirarucu também pode ser considerada como
fonte de colageno e fibra de colageno, que podem ser aplicados em uma gama de materiais
que variam dentre cosméticos, farmacéuticos, biomédicos e alimenticio, devido a
similaridade encontrada na caracterizacdo quando comparada a outros estudos, com
valores 87,98 e 98,10% e rendimento de 5 e 24%, respectivamente.

Quando avaliado ambos materiais em forma de compésito, foi visto que estes
possuem boa adesdo através da prensagem uniaxial, sem sinterizacdo, ponto relevante
para este estudo e que difere da maioria dos materiais formados a base de hidroxiapatita,
visto que a prioridade desta pesquisa foi manter as propriedades da fibra de colageno.

Com o teste mecanico da dureza de Vickers foi possivel verificar que a fibra de
colageno pode ser utilizada para diminuir a dureza do biocompésito de acordo com a
aplicacdo a qual se destina, ndo afetando os parametros de biodegradacéo nas condicoes
estudadas, considerando a correlagdo do aumento da microdureza com a diminuicdo da
fibra de colageno, atingindo 0,42 GPa, na menor concentragdo testada 15%.

Apesar do estudo apresentado ndo contemplar testes de biocompatibilidade, como
a avaliacgdo citotoxica, a similaridade com a estrutura bioldgica da hidroxiapatita, da fibra
de colageno e do colageno, conferem uma vantagem em utilizar de materiais de origem
natural ao invés de materiais de origem sintética. Além de oferecer mais uma alternativa
tecnoldgica para os residuos do pirarucu.

Além disso, considera-se relevante para estudos futuros a investigacdo das
condicBes ambientais e de suprimentos para a biodegradacdo total do biocompésito, ainda
sim, foi notdrio que o colageno e a fibra de colageno depois de liofilizados possuem uma
menor dissolugéo, deduzindo assim uma viabilidade para uso como matrizes em enxertos
0sSe0s.
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