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Resumo

Varios sdo os materiais utilizados para os defeitos dsseos, a hidroxiapatita (HAp) por ser
um material com propriedades similares ao tecido 6sseo tem destaque, porém, tal aplicacéo
pode ser ainda melhorada com a incorporagéo de ions metélicos. Assim, o presente estudo
teve como escopo a sintese da hidroxiapatita e dopada com metais em diferentes
proporcoes pelo método de precipitacdo. A eficacia da sintese foi verificada por Difracéo
de raios X (DRX), Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS), analise
térmica (TG), Microscopia eletronica de varredura acoplado a energia dispersiva (MEV-
EDS) e Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). A avali¢do
da atividade bacteriana foi realizada pelo teste de contato direto, revelando efeitos
favoraveis na inibicdo bacteriana para a hidroxiapatita incorporada com cério ou gélio
quando comparada com a HAp. A citotoxicidade foi avaliada pelo ensaio colorimétrico do
brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol)-2,5-difeniltetrazélico)] e todos os materiais apresentaram
viabilidade celular. No teste in vivo nas ratas os materiais com cério ou galio apresentaram
pela Microtomografia computadorizada (Micro-CT) resultados estatisticamente superiores
na neoformacdo 6ssea quando comparado com 0s animais que ndo receberam os materiais.
Portanto, tais resultados obtidos, permitem inferir que as sinteses dos materiais ocorreram
com sucesso e gue 0s materiais dopados pelos ions metalicos podem ser promissores na

engenharia de tecido 6sseo.

Palavras-Chave: Hidroxiapatita, metais, atividade antibacteriana, citotoxicidade,

engenharia de tecidos.



Abstract

Several are the materials used for bone defects, because hydroxyapatite (HAp) is a material
with properties similar to bone tissue, but such application can be further improved with
the incorporation of metal ions. Thus, the present study had as its scope the synthesis of
hydroxyapatite and doped with metals in different proportions by the precipitation method.
The efficiency of the synthesis was verified by X-ray diffraction (XRD), X-ray excited
photoelectron spectroscopy (XPS), thermal analysis (TG), dispersive energy coupled
scanning electron microscopy (SEM) and infrared spectroscopy Fourier transform (FTIR).
The evaluation of the bacterial activity was performed by the direct contact test, revealing
favorable effects on bacterial inhibition for the hydroxyapatite incorporated with cerium or
gallium when compared to the HAp. Cytotoxicity was evaluated by the colorimetric assay
of [3- (4,5-dimethylthiazole) -2,5-diphenyltetrazolic bromide] and all materials showed
cell viability. In the in vivo test in the rats the materials with cerium or gallium showed by
computerized Microtomography (Micro-CT) statistically superior results in the new bone
formation when compared with the animals that did not receive the materials. Therefore,
these results allow to infer that the syntheses of the materials have occurred successfully
and that the materials doped by the metallic ions can be promising in the engineering of

bone tissue.

Keywords: Hydroxyapatite, metals, antibacterial activity, cytotoxicity, tissue engineering
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APRESENTACAO

Um problema de saude que afeta a sociedade é a perda 6ssea, porém, ja despertou
0 interesse dos pesquisadores em substituir por materiais sintéticos. Assim, a
hidroxiapatita, apresenta-se como um material promissor para ser aplicado como
substituinte devido sua compatibilidade e similaridade com o 0sso humano, mas, por si s6
apresenta limitac6es na inibicdo da proliferacdo microbioldgica reduzindo o sucesso do

material bem como a vida util [1-2].

Nesse contexto, devido a limitacdo da hidroxiapatita frente a proliferacdo de
microbiologica, faz-se necessario a procura de novos agentes que possam ser empregados
para garantir o sucesso dos materiais nos implantes ortopédicos pds-operatérios. Uma das
alternativas € o uso de antibidticos para amenizar a proliferagdo dos microrganismos, no
entanto, a capacidade de resisténcia dos microrganismos, assim como, a alta dosagem por

via oral ou injecao utilizada torna a proposta mitigada para resolver tal situacédo [3].

Outra alternativa para amenizar as infec¢des pos-operatdria sdo as intervencdes
cirtrgicas, onde é removido a parte 6ssea infeccionada pela atuagdo dos microrganismos
com a finalidade de ndo ocorrer a infecgdo crénica. No entanto, esse procedimento
possibilita a iniciacdo de uma nova infec¢cdo pos-operatdria levando assim a um resultado

desfavoravel [4].

Diante disso, a literatura expde em trabalhos que modifica¢bes da hidroxiapaitita
com outros materiais seja pela incorporacdo de metais e/ou uso de biopolimeros naturais
que possuam a potencialidade de inibir o crescimento de organismos patogénicos no
biomaterial possa ser a via susceptivel de resultado favoravel nos implantes 6sseos pos-
operatoiros possibilitando uma maior vida Gtil para o material e consequentemente sucesso

nos implantes ortopédicos [5-9].

Assim, o presente trabalho foi dividido em 4 capitulos sendo que o Capitulo 1
apresenta uma revisdo da literatura com a hidroxiapatita e sua aplicacdo em regeneracao
Ossea em fraturas provocadas por osteoporose. No Capitulo 2 serd apresentado um artigo
cientifico, mostrando a sintese da hidroxiapatita dopada em diferentes concentracdes de
cério, obtida por meio de precipitacéo, caracterizada por DRX, FTIR, TG, MEV-EDS, XPS
e avaliacdo da inibicdo de cepas bacterianas Staphylococcus aureus e Escherichia coli e
teste de citotoxicidade. No Capitulo 3, o artigo cientifico descreve a sintese da

hidroxiapatita incorporada com diferentes concentragdes de galio, obtida por meio de
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coprecipitacdo, caracterizada por DRX, FTIR, TG, MEV-EDS, Raman e avaliacdo da
inibicdo de cepas bacterianas Staphylococcus aureus e Escherichia coli e teste de
citotoxicidade. No capitulo 4 € demonstrado um trabalho na qual foi avaliado o efeito na
reparacdo Ossea em defeitos de ratas com osteoporose induzida ap6s o implante de

hidroxiapatita incorporada com cério ou galio.
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Resumo

A osteoporose é uma doenca esquelética sistémica e progressiva caracterizada pela
fragilidade d6ssea devido a deterioracdo da microarquitetura do tecido ésseo e da reducao
da massa Ossea. Ressalta-se que essa doenca é uma condi¢cdo mais comum nas mulheres
(70%), no periodo pés-menopausa, em virtude do comprometimento da funcéo ovariana
associado a deficiéncia de hormonios. Diante disso, medidas para prevencdo e tratamento
da osteoporose sdo tomadas, para alivio dos sintomas e reducao do risco de fraturas, dentre
estas, suprimento de célcio por meio de terapias farmacoldgicas. Entretanto, ha poucas
discussbes acerca de abordagens relativas a regeneracdo éssea em condicGes de
osteoporose. Portanto, o presente trabalho consiste em um levantamento de artigos e
patentes, sem e com restricio de tempo (2008 a 2017), com objetivo de agrupar
informacdes sobre a hidroxiapatita aplicada em reparo 6sseo devido a osteoporose. Assim,
0s bancos de busca, de artigos foram Scopus, Web of Science e Scielo e, para patentes,
Espacenet, INPI e USPTO. Sendo assim, os resultados obtidos, apresentam o uso da
hidroxiapatita incorporada com metais e/ou farmacos empregados no tratamento da
osteoporose para melhorar a osteogénese devido fraturas oriundas da osteoporose, porém,
esses estudos sdo recentes necessitando de mais exploracdo, revelando a importancia do
estudo nesse campo.

Palavras-Chave: fosfato de célcio, engenharia tecidual, osteogénese.
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Abstract

Osteoporosis is a systemic and progressive skeletal disease characterized by bone fragility
due to deterioration of the microarchitecture of bone tissue and reduction of bone mass. It
is noteworthy that this disease has a more significant effect in women (70%) in the
postmenopausal period, due to the impairment of ovarian function associated with hormone
deficiency. Therefore, measures to prevent and treat osteoporosis are taken to relieve
symptoms and reduce the risk of fractures, including calcium supply through
pharmacological therapies. However, there is little discussion about approaches to bone
regeneration under osteoporotic conditions. Therefore, the present work consists of a
survey of articles and patents, without and with time restriction (2008 to 2017), aiming to
group information about the hydroxyapatite applied in bone repair due to osteoporosis.
Thus, the search banks of articles were Scopus, Web of Science and Scielo. For patents
Espacenet, INPI and USPTO. Thus, the results obtained show the use of hydroxyapatite
incorporated with metals and / or drugs used in the treatment of osteoporosis to improve
osteogenesis due to osteoporosis fractures, however, these studies are recent requiring more
exploration, revealing the importance of the study in this field.

Keywords: calcium phosphate, tissue engineering, osteogenesis.
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1. Introducéo

Ha uma tendéncia mundial do crescimento da populacdo com 60 anos ou mais.
Porém, a longevidade pode nédo estar associada a um envelhecimento saudavel [1], uma
vez que estdo mais vulneraveis a osteoporose, doenca caracterizada pela reducao da massa
0Ossea e deterioracdo na microarquitetura do tecido 6sseo [2].

Em virtude dessa patologia, a fragilidade 6ssea progride, assim como, a viabilidade
de fraturas. Logo, as fraturas oriundas da osteoporose justificam a perda funcional e
consequentemente o comprometimento da qualidade de vida do individuo afetado.

Os efeitos dessa enfermidade sdo mais prevalentes nas mulheres, na pos-
menopausa, em razdo da funcdo ovariana, que € notavelmente modificada pelo
envelhecimento dos ovarios e danos reprodutivos. Esses comportamentos estdo associados
a deficiéncia do horménio estrogénio, e ndo ha uma causa genética ou mecénica [3]. A
osteoporose pode ser classificada em dois tipos: osteoporose tipo I, sendo a mais comum
em mulheres e associada com a deficiéncia de estrogénio, e osteoporose tipo I, proveniente
do envelhecimento e tendo como principal fator de influéncia a reducéo na dieta de calcio
e vitamina D [4,5].

Nesse contexto, medidas de prevencdo sdo realizadas para suprir a deficiéncia de
calcio, dentre elas, o uso de terapia de reposicdo hormonal, [6-8], uso de drogas
antiabsortivas, bem como, compostos derivados de plantas por ter estrutura similar ao
estrogénio [9], suplementos naturais que contém célcio e sintéticos [10-12].

Verifica-se que, embora a literatura tenha dado bastante atencdo a abordagens
preventivas como o suprimento da deficiéncia de célcio por novas terapias farmacoldgicas
e fisicas, menos discussdes tém sido direcionadas ao estudo de regeneracdo 6ssea em
condigdes de osteoporose [13-15].

Nesse contexto, a hidroxiapatita € uma bioceramica muito usada em processo de
reparacao 6ssea por ser a principal constituinte da parte inorganica do 0sso humano, além
disso, apresenta propriedades bioldgicas favoraveis como biocompatibilidade [16-17].

Esse biomaterial pode ser modificado com incorporacdo de ions metélicos e
consequentemente acarretar melhoramento de suas propriedades biologicas, fisico-
quimicas, propriedades mecéanicas e antimicrobianas [18-20].

Os modelos animais desempenham um papel fundamental para a pesquisa
relacionada ao tecido 0sseo, e especialmente na avali¢cdo das caracteristicas bioldgicas,

dentre outras, no metabolismo envolvido no processo de regeneragdo 0ssea, [21-23] em
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condicdes fisioldgicas e patoldgicas, além disso, a ovariectomia € o modelo mais utilizado
para estudo da fisiopatologia, diagndstico e terapia de osteoporose [24-25].

Portanto, este trabalho teve por objetivo apresentar uma busca de artigos e patente,
de modo a reunir informag6es sobre hidroxiapatita com aplicacdo em regeneracdo dssea
tendo como causa determinante da fratura a fragilidade 6ssea devido a osteoporose.

2. Metodologia

Este trabalho foi realizado com buscas realizadas em bases de artigos cientificos e
patentes. Foram pesquisados artigos nas bases Scopus, Web of Science e Scielo. As
competéncias tecnologicas foram pesquisadas nos seguintes bancos de patentes: Espacenet
(Escritério Europeu), United States Patentand Trademark Office (USPTO, Escritorio
Norte-americano) e o Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI) do Brasil. As
palavras-chave utilizadas foram: hydroxyapatite, osteoporosis, “bone tissue engineering”’

i3

e “bone regeneration”, as quais também foram combinadas utilizando aspas e o conector
aditivo AND. Todas as buscas foram realizadas com os termos em lingua inglesa, exceto
para a base INPI, onde as buscas foram realizadas em portugués. As pesquisas foram
realizadas no més de fevereiro de 2018 e estiveram baseadas em informages contidas nos
campos resumo, palavras-chave e titulos.

As pesquisas, de artigos, foram realizadas de duas formas: sem restricdo de tempo
e com restricdo de tempo de 2008 a 2017 e ja para patentes apenas sem restri¢do de tempo.

3. Resultados e Discusséo
3.1 Pesquisa de artigos nas bases de dados Scopus, Web of Science e Scielo

A investigacdo das palavras-chave selecionadas nos bancos de dados Scopus, Web
of Science e Scielo resultou na elaboracéo das Tabelas 1, 2 e 3. E notério que ha um grande
namero de estudos envolvendo hydroxyapatite assim como para a osteoporosis, buscadas
separadamente, entretanto, uma vez associados estes termos, com as demais palavras-chave
no presente estudo, sdo observados que estes resultados diminuem drasticamente.

Portanto, nas Tabelas 1, 2 e 3 a0 comparar-se 0s tempos de publicacdo dos artigos,
dos dados sem limitagé@o de tempo com os dados restritos ao intersticio de 2008 a 2017, foi
observado que ha um registro mais significativo de artigos neste intervalo, o que indica que
0s estudos relacionados ao material pesquisado tém adquirido maior atencéo nesta ultima
década. Ao se utilizar a combinacdo das palavras: hydroxyapatite AND osteoporosis AND
“bone regeneration” € hydroxyapatite AND osteoporosis AND “bone tissue engineering”,
que delimitam o objeto deste estudo, nota-se que foram encontrados 65 e 48 artigos para a

primeira combinagéo, respectivamente, nas bases Scopus e Web of Science e 10 e 14 artigos
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para a segunda combinacdo, respectivamente. Apenas um artigo foi localizado na base
Scielo para as combinagdes supramencionadas, no entanto, ndo aborda a finalidade do
trabalho, pois trata-se de sintese e caracterizacdo de materiais.

Tabela 1 - Quantidade de publicagfes encontradas no banco de dados Scopus.

PublicacOes

Palavras-chave (todos os anos- ?2%%8":282%
2017)
Hydroxyapatite 42.084 21.681
Osteoporosis 77.928 36.748
“Bone tissue engineering” 5.847 5.095
“Bone regeneration” 24.604 14.724
Hydroxyapatite and osteoporosis 620 356
Hydroxyapatite AND osteoporosis AND 80 65
“bone regeneration”
Hydroxyapatite AND osteoporosis AND 10 10
“bone tissue engineering”’

Fonte: Autoria propria, 2018.
Tabela 2 - Quantidade de publica¢bes encontradas no banco de dados Web of Science.

Publicacoes Publicacbes
Palavras-chave (todos os anos- (2008-2817)
2017)
Hydroxyapatite 39.294 23.828
Osteoporosis 54.805 29.443
“Bone tissue engineering” 5.228 4.514
“Bone regeneration” 10.664 8.558
Hydroxyapatite AND osteoporosis 654 450
Hydroxyapatite AND osteoporosis AND 52 48
“bone regeneration”
Hydroxyapatite AND osteoporosis AND 15 14
“bone tissue engineering”’

Fonte: Autoria propria, 2018.
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Tabela 3 - Quantidade de publica¢6es encontradas no banco de dados Scielo.

Palavras-chave Publicaces (todos os Publicac6es (2008-
anos até 2017) 2017)
Hydroxyapatite 399 260
Osteoporosis 1296 915
“Bone tissue engineering” 73 73
“Bone regeneration” 275 275
Hydroxyapatite AND osteoporosis 5 5
Hydroxyapatite and osteoporosis 1 1
and “bone regeneration”
Hydroxyapatite AND osteoporosis 0 0
and “bone tissue engineering”

Fonte: Autoria propria, 2018.

Assim, ao verificar a combinagdo da palavra-chave: hydroxyapatite AND
osteoporosis AND “bone tissue engineering”, 10 artigos foram encontrados na base
Scopus, porém, apenas 01 artigo discute material para implante em defeitos oriundos de
osteoporose, intitulado “ Combination of bone tissue engineering and BMP-2 gene
transfection promotes bone healing in osteoporotic rats ”, publicado no ano de 2008, por
Tang e colaboradores, pesquisadores do Departamento de Fisiologia, Universidade
Nacional de Chonbuk, Coreéia do Sul. Este artigo aborda o uso da engenharia de tecido
0sseo autodgeno e transfeccdo de genes da proteina-2 morfogenética do osso humano, de
modo, a melhorar o processo de regeneracdo Ossea em ratas ovariectomizadas [26].
Entretanto, esta pesquisa ndo se refere a utilizacdo da hidroxiapatita com vistas ao
tratamento de fraturas oriundas da osteoporose, conforme o escopo deste trabalho.

Dentre os 65 artigos encontrados na base Scopus envolvendo a palavra-chave
hydroxyapatite AND osteoporosis AND “bone regeneration”, 30 artigos abordam o tema
de regeneracdo Gssea. A Figura 1 apresenta a quantidade de artigos do material aplicado na
forma de hidroxiapatita pura, dopada ou como compoésito para regeneracdo 0Ossea de
fraturas oriundas de osteoporose.

Extrai-se da Figura que ha 4 trabalhos envolvendo a hidroxiapatita pura, mostrando
que sua aplicagdo € reduzida. Ja com a hidroxiapatita dopada, 12 trabalhos foram
encontrados revelando que tal uso tem ganhado espaco, assim como, na forma de
composito, pois 14 estudos demonstram que ha uma tendéncia no uso desse material no
processo de regeneracao 0ssea de fraturas oriundas de osteoporose. Embora, existam esses

trabalhos com a hidroxiapatita pura, dopada e como compasito, 0 campo de estudo ainda
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permite exploracdo uma vez que é possivel incorporar metais e/ou substancias ainda nao
estudadas, que possam auxiliar no processo de osteogénese de fraturas oriundas da
osteoporose.

Figura 1- Representacdo da quantidade de artigos encontrados sobre a delimitacdo do

tema.

Compositos

Hidroxie‘ipatita

Fonte: Autoria prépria, 2018.

Ao analisar os artigos da Figura 1, o trabalho mais recente € o de Alghamdi e
colaboradores (2013), que consiste na produgdo de um filme de fosfato de calcio pela
técnica radiofrequéncia de magnetron-sputter para revestir implantes dentarios. Tal
material foi aplicado em coOndilos femorais de ratas com osteoporose, mostrando,
resultados promissores na osseointegragéo [27].

Ja para a hidroxiapatita dopada com metais o trabalho mais atual é o realizado por
Li e colaboradores (2017), que trata da incorporacéo de litio em fosfato de célcio, e como
este procedimento teve resultados favoraveis no processo de osteogénese na regeneracao
Ossea de defeitos criticos nas ratas com osteoporose [28]. Outro estudo que merece

destaque é o apresentado por Tao e colaboradores (2016), em que 0s autores incorporaram
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0 ion estroncio por deposicdo eletroquimica na hidroxiapatita, realizaram implantes em
ratas com osteoporose, obtendo resultados excelentes de regeneracdo 0ssea[29].

No tocante a estudos envolvendo compdsitos a base de hidroxiapatita o trabalho
mais recente é o de Kettenberger e colaboradores (2017). Nesse estudo, foi sintetizado um
composito a partir de &cido hialurénico e nano-hidroxiapatita incorporada com zoledronato
e aplicado na regeneracdo Ossea de ratas com osteoporose, tendo como resultado um
material promissor e versatil para a osseointegracéo. [30].

Ao avaliar os 30 artigos obtidos da combinacéo de palavras-chave hydroxyapatite
AND osteoporosis AND “bone regeneration” que abordam regeneracdo 6ssea, 12 artigos
apresentam informacdes relevantes, tais como os métodos de sintese, o tipo de material e
potencial aplicagdo mostrando a viabilidade que estes materiais tém apresentado para
regeneracdo 6ssea oriundas de fraturas devido a osteoporose. A Tabela 4 apresenta 9
artigos, mostrantando os materiais, métodos de sintese e aplicacGes e 0s 3 restantes ja foram
mencionados.

Ressalta que 18 artigos ndo abordavam a regeneracdo 6ssea em fraturas causadas
por osteoporose. Pois, tinham como finalidade a liberacdo de farmacos para tratamento da
osteoporose, outros enxertos autdgenos para regeneracdo 0ssea, e 0S restantes, embora
usando hidroxiapatita dopada ou na forma de composito para regeneragdo dssea ¢ “in vitro”
ou ndo estdo direcionando a fraturas provocadas por osteoporose

Além destes trabalhos listados descritos na Tabela 4, h4 um significativo niamero
de trabalhos na literatura que envidam esfor¢os no sentido de sintetizar hidroxiapatita e
incorporar metais e/ou outras substancias, como, polimeros formando compdsitos, de
modo, a obter varias propriedades biologicas o que possibilita sua aplicacdo na area da
salde humana e em especial na regeneracdo Ossea. Isto se deve a estrutura quimica da
hidroxiapatita que permite a acomodagdo de ampla variedade de substituintes cationicos e
anioénicos [31].

De acordo com a Tabela 4, os trabalhos relacionados a preparacdo de hidroxiapatita
dopada com estroncio, magnésio e zinco envolvem aplicagdes na regeneracdo 6ssea de
animais osteoporéticos ou em revestimento de implantes principalmente de titanio por
melhorar a osseointegracdo de animas com osteoporose. Vale destacar, a relevancia dos
ions dopantes, que sdo empregados por atuarem ou auxiliarem em alguma etapa do

metabolismo dsseo ou mesmo devido a melhorias em suas propriedades antibacterianas.
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Tabela 4 - Relagdo dos materiais sintetizados nos artigos e suas aplicacgoes.

Caracterizacoes

: Método de sintese Aplicacéo para confirmar Inicio da~ Referéncia
Material ~ neoformacao
a formacao do .
0ssea
0SS0
Regeneracao
Hidroxiapatita incorporadas com | precipitacdo por | 6ssea em defeitos Histoldgico e .
o T . : : A partir de 8 [33]
estroncio via imida 0sseos de ratas | Microtomograifa
) semanas
com osteoporose | computadorizada
Regeneragdo
Nanohidroxiapatita /colageno/ Adql_urldas Ossea de celulas-
e comercialmente- tronco .
poliacido lactico contendo N . R A partir de 6 [34]
e Esterilizacao e periodontal de Histoldgico
estrogénio | semanas
avagem ratas com
osteoporose
~ Histoldgico
Regeneracao o
Nanohldroxmpatlta com e sem Sol-gel Ossea em defeitos Microscopiade | A partir de 6 [35]
colageno 0sseos de cabras N
Transmissdo semanas
com osteoporose A
eletronica
Revestimento de
Co-precipitagéo e implantes para
Hidroxiapatita substituida com preciprtag regeneracao Histologico e .
; e deposi¢do . X : : A partir de [36]
Mg, Sr e Zn, revestindo o titanio A 0ssea em defeitos | Microtomograifa
eletroquimica , ! 12 semanas
0sseos de ratas | computadorizada
com osteoporose
Hidroxiapatita dopada com , Regeneraga_o L
n - x o a 0ssea em defeitos Histologico e . [37]
estroncio e administragéo de Co-precipitagéo . . . A partir de
. A 0sseos de ratas | Microtomograifa
hormonio humano paratireoide 12 semanas

com osteoporose

computadorizada
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Revestimento de
implantes para

Simvastatina/Hidroxiapatita Depos[gap _ regeneracao Histologico A partir de 4 [38]
eletroquimica 0ssea em defeitos semanas
0sseos de ratas
osteoporotica
- Adquirido . Regeneracdo Histologico e
Composito de . 0ssea em defeitos . ; .
. T : comercialmente ) Microtomograifa | A partir de 4 [39]
hidroxiapatita/peptideo p-15 0sseos de ratas 4
computadorizada semanas
com osteoporose
Regeneragao Histoldgico e
Hidroxiapatita dopada com o 0ssea em defeitos : gico € A partir de
SRR Co-precipitacédo , Microtomograifa [40]
magnésio e titanio 6sseos de ratas ! 12 semanas
computadorizada
com osteoporose
Scaffolds de hidroxiapatita Adquirido , Regeneragao Histologico e
. : 0ssea em defeitos . : .
contendo gene osteoprotegina em | comercialmente e , Microtomograifa | A partir de 4 [41]
1 0sseos de ratas )
BMSCs esterilizadas computadorizada semanas

com osteoporose

Fonte: Autoria propria, 2018
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Por outro lado, na Tabela 4, constatam-se estudos envolvendo a hidroxiapatita na forma
de compdsitos aplicados na regeneracdo dssea em fraturas de animais osteoporéticos ou em
revestimentos de implantes para melhorar a osseointegracdo nos defeitos realizados em animais
osteoporaticos. Ressalta-se, que nos trabalhos listados na Tabela 4 que envolvem a formacao
de compdsitos ou scaffolds de hidroxiapatita, os materiais sdo obtidos pela adi¢cdo a
hidroxiapatita de substancias como acido polilético, quitosana, coldgeno, horménios e
farmacos, além de células-tronco, de modo, a constituir um compdsito ou scaffolds, objetivando
0 melhoramento do processo de osseointegracdao em fraturas de animais osteoporoticos.

Deste modo, as substancias que constituem o compdsito atuam no metabolismo do 0sso
na reabsor¢do e/ou neoformacao éssea. Segundo Canettieri e colaboradores (2009), cujo estudo
realiza a formacdo do compdsito de aledronato de sodio e hidroxiapatita, a finalidade de usar o
farmaco é devido ser empregado no tratamento da osteoporose, logo, juntamente com a
hidroxiapatita melhora o processo de regeneracdo éssea em fraturas oriundas da osteoporose
[32].

Portanto, com os resultados obtidos é possivel verificar nos trabalhos relatados que o
processo de regeneracdo Ossea em fraturas provocadas por osteoporose aplicando como
biomaterial a hidroxiapatita dopada ou na forma de compdsito ou scaffolds, demonstraram
resultados excelentes na neoformacéo de 0sso de animais com osteoporose. Isso, foi ratificado
pelas caracterizacdes histologicas e microtomografias computadorizada que possibilitam inferir
tal afirmacdo, sendo que, essas técnicas foram as mais usadas para permitir a sugestdo de
formacéo de 0sso novo.

Vale destacar, que nesses resultados obtidos referente a formacdo do 0sso em animais
com osteoporose levou um periodo minimo de 4 semanas para inicio da neoformacdo 6ssea.
Isso é varidvel uma vez que depende do tipo de material aplicado, do tamanho do defeito em
qual local foi realizado, dentre outros. Na Figura 2 sera mostrado imagens de Micro-CT de
animais com defeito preenchido com Hidroxiapatita incorporada com zinco (HA-Zn), magnésio
(HA-Mg) e estroncio (HA-Sr). E possivel verificar claramente que existe diferencas de
neoformacdo Ossea dos animais com preenchidos com o0s materiais e 0 grupo controle
(hidroxiapatita-HA) [30].
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Figura 2 - Imagens 3-D de micro-CT do fémur ap6s 12 semanas dos implantes dos grupos
HA, HA-Zn, HA-Mg e HA-Sr.
HA HA-Zn HA-Mg HA-Sr

Fonte: Adaptada de Zhou et al., 2016, p. 230. Reproduzido com a permisséo
elsevier (anexo).

Embora existam registros na literatura referente a hidroxiapatita e a incorporacdo de
metais ou substancias que permitem configurar um compésito ou scaffolds, a maior parte destes
trabalhos sdo recentes e necessitam ainda de investigacdes, inclusive de testes, in vitro e in vivo,
com outros ions metalicos dopantes da hidroxiapatita, em fraturas oriundas de osteoporose. A
maioria dos estudos ainda se limita a estudar os efeitos destes ions sobre a inibicdo bacteriana
e 0S mecanismos que norteiam as propriedades osteogénicas destes ions associadas as apatitas,
e ainda necessitam de maior elucidagéo e compreensao.

3.2 Busca nos principais bancos de patentes

Os resultados das buscas de competéncias tecnoldgicas nas bases de patentes Espacenet
(European Patent Office), USPTO (United States Patentand Trademark Office's) e INPI
(Instituto Nacional da Propriedade Industrial) utilizando as palavras-chave separadas e
combinadas: hydroxyapatite, osteoporosis, “bone tissue engineering”, “bone regeneration”
estdo apresentadas na Tabela 5.

Analisando os dados da Tabela 5, foi possivel constatar-se 91 registros de patentes com
a palavra hidroxiapatita e 433 registros com a palavra osteoporose para a base INPI. Entretanto,
quando cruzadas estas duas palavras-chave, ndo foram encontrados resultados. Para a palavra-
chave “bone tissue engineering”, foram encontrados dois resultados de patentes na base INPI.

A patente n° BR 10 2015 007042 0 A2 compreende uma composicao vitrea bioativa a base de
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Oxido de nidbio. Por sua vez, a patente n° P1 1106507-9 A2 consiste em uma composicao a base
de hidroxiapatita parcialmente substituida por nidbio, a qual ratifica que tém se tornado
recorrentes as investigacOes de composicGes de hidroxiapatita substituida por ions metalicos
para aplicacdes em engenharia tecidual 0ssea.

Tabela 5 - Quantidade de patentes encontradas nos bancos de patentes Espacenet, USPTO e
INPI.

Palavras-chave Espacenet | USPTO INPI
Hydroxyapatite 7386 18499 91
Osteoporosis >10000 27386 433
“Bone tissue engineering” 313 759 2
“Bone regeneration” 1131 2431 28
Hydroxyapatite AND osteoporosis 41 4 0
Hydroxyapatite AND osteoporosis AND “bone 1 0 0
regeneration”
Hydroxyapatite AND osteoporosis AND “bone 1 0 0
tissue engineering”

Fonte: Autoria propria, 2018.

Na base USPTO, foram encontrados quatro resultados, para a combinacdo
Hydroxyapatite AND osteoporosis. A patente n® 9.199.005 aborda um processo relacionado a
obtencdo de fosfato de célcio bifasico (BCP), contendo carbonato e ions magnésio, zinco e
fldor. Por fosfato de célcio biféasico, considera-se que seja um sistema constituido de
hidroxiapatita e fosfato tricalcico (TCP). O biomaterial que contém uma variedade de ions
substituintes deve ser utilizado como suplemento mineral diario. A partir de ensaios de
ovariectomia em ratas, constatou-se viabilidade da administracdo oral e intravenosa do
biomaterial, uma vez comprovado que hé prevencao de perda de massa em 0ssos corticais e
trabeculares. As demais patentes ndao estavam relacionadas com o objetivo do estudo uma vez
que abordavam aplicacOes diferentes.

As associacOes entre palavras-chave “Hydroxyapatite and osteoporosis and bone
regeneration” e “Hydroxyapatite and osteoporosis and bone tissue engineering” resultaram
em um anico registro para cada uma na base Espacenet e nenhum registro na base USPTO.

Na Tabela 6 encontram-se informagdes sobre algumas destas patentes que possuem mais
relevancia referente & potencial para aplicagdo destes materiais na engenharia tecidual 6ssea e,

portanto, no tratamento da osteoporose. Algumas destas patentes, foram buscadas pela
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associacao dos termos Hydroxyapatite AND osteoporosis de modo a ampliar o nimero de
resultados.

Tabela 6 - Caracteristicas das patentes encontradas na base Espacenet.

Titulo Classificacdo | Pais (Ano) Resumo
Sintese de hidroxiapatita com
Método de preparacao estroncio incorporado para aplicacdes
e aplicacao de ABLL China | em preenchimento 6sse0 ou na
hidroxiapatita com (2016) | formagdo de  scaffolds  para
estroncio incorporado regeneracdo  tecidual Gssea e
tratamento/cura da osteoporose
Implante artificial Compree_nple. um _implanFeA d.enté.rio a
ativo regenerado para _ pase de titanio e liga de titanio e junta
terapia de osteoporose AGBL1L China 0ssea grtlflt_:lal com revestimento de
e seu método de (2014) hl_dr_OX|apat|ta a flm_ de promover a
preparacio atl_V|dade regenerativa em fraturas
oriundas da osteoporose.
Composito para Composicdo a base de hidroxiapatita
reforco de defeitos Letbnia e fosfato tricalcico 90/10 granulos,
6sseos decorrentes da AG1L (2015) para reforco local de fraturas oriundas
osteoporose da osteoporose.

Consiste em um material multifasico
com fases organicas (quitosana,
colageno bovino) e inorganicas
Material composito (6xido de grafeno e hidroxiapatita).
Enquanto o éxido de grafeno melhora
China a adesdo de células-tronco e sua
organico/inorganico a (2016) diferenciacdo em células dsseas,
quitosana e colageno conferem
biocompatibilidade e o meio
adequado para a proliferacdo celular.
Pode ser potencialmente utilizado no
tratamento da osteoporose.

multifasico Ab61L

base de hidroxiapatita

Fonte: Autoria propria, 2018

A patente n°® CN101628124 (A), intitulada “Preparation method and application of
strontium-incorporated hydroxyapatite ”, depositada por inventores chineses, trata acerca do
método de preparo de uma composic¢do a base de hidroxiapatita com estréncio incorporado,
depositada sobre uma superficie vitrea de borato ou fosfato (contendo ions Ca®* e Sr?*) para
uso em engenharia tecidual 6ssea, para tratamento de fraturas oriundas da osteoporose. Quando
cruzadas as palavras-chave “hydroxyapatite AND osteoporosis AND ‘bone regeneration ™, foi
encontrado como resultado apenas a patente “Regenerated active artificial implant for
osteoporosis therapy and preparation method thereof” Cujo resumo se encontra na Tabela 6.
As demais patentes cujas caracteristicas estdo descritas na Tabela 6, correspondem a invencdes

encontradas na base Espacenet utilizando a combinacdo hydroxyapatite and osteoporosis.
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A anélise dos resultados da combinacdo entre as palavras-chave hydroxyapatite AND
osteoporosis nas bases de patentes EPO e USPTO, conduziram a conclusdo de que o maior
numero de ocorréncias se deve a composi¢cdes baseadas em fosfatos de calcio bifasicos,
contendo hidroxiapatita e fosfato tricalcico em diferentes proporcdes. A Tabela 6 registra
alguns trabalhos bastante significativos no que diz respeito ao desenvolvimento de novas
competéncias tecnoldgicas que tém como intuito o tratamento das fraturas oriundas da
osteoporose. No tocante as classificagdes sdo todas do tipo A61L27 que caracterizam por serem
relacionadas a aplicacdo na area da satde conforme serda demonstrado na tabela a seguir.

Os dados obtidos revelaram que ainda ha um gap no quanto ao nimero de invengdes
relacionadas ao uso de hidroxiapatita pura ou dopada com ions metélicos para aplicagdes em
engenharia tecidual 6ssea quando associadas ao uso destas bioceramicas para preenchimento
ou regeneracao de fraturas caracteristicas da osteoporose. Assim, é de importancia crucial, o
desenvolvimento de novos biomateriais que tenham propriedades satisfatdrias, com baixas
respostas imunogénicas do organismo, além da auséncia da possibilidade de transmissdo de
doencas infecto-contagiosas, como alternativa para o tratamento da osteoporose, a fim de
ampliar a longevidade e melhorar a qualidade de vida da populacéo.

4. Conclusdo

A partir da andlise dos resultados apresentados, sabe-se que a utilizacdo de
hidroxiapatita tem adquirido importancia na regeneracdo 6ssea em fraturas provocadas por
osteoporose, segundo as inovagGes mais recentes, sobretudo nos ultimos dez anos,
principalmente a hidroxiapatita incorporada com ions metalicos e/ou na forma de compadsito ou
scaffolds horménio, farmaco e polimeros. Portanto, resultados obtidos com a aplicacdo destes
biomateriais demonstram a neoformacao dssea em processo de regeneracdo 0ssea nas fraturas
causadas pela osteoporose. Isso foi ratificado pelas as caracterizacdes histoldgicas e Micro-CT,
sendo as mais usadas para inferir a formacdo de osso novo. Deste modo, a hidroxiapatita
incorporada com outros elementos sdo biomateriais promissores no processo de regeneracéo
0ssea para fraturas provocadas pela osteoporose. No entanto, ha poucos estudos na literatura
acerca do uso de com aplicacdo desses biomateriais, promovendo a regeneracdo 0ssea em
fraturas causadas por osteoporose, 0 que permite mais exploragdo sobre o tema.
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Resumo

A hidroxiapatita (HAp), (Ca10(POa4)s(OH)2), € um material que possui alta biocompatibilidade
e bioatividade em tecidos humanos. Uma alternativa para potencializar os seus efeitos
biocompativeis, é por meio da incrementacdo de outras espécies idnicas substituindo os ions
calcio na sua estrutura da HAp. Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo a sintese
e caracterizacdo da HAp e dopagem da HAp com diferentes concentracdes de Ce®* e realizar
teste de atividade antibacteriana e viabilidade celular. A sintese da hidroxiapatita (HAp) e
dopada com cério (Ce®*") (1,75%, 2,50% e 5,00% m/m) ocorreu pelo método da precipitacio.
As caracterizagcdes por DRX e FTIR confirmaram a fase hidroxiapatita. Os dados obtidos pelo
EDS e XPS confirmaram a presenca do ion Ce®*. Os valores da razio atdmica Ca/P para a HAp
foi de 1,59 e a razdo (Ca+Ce)/P variou entre 1,46 a 1,55. A propriedade antibacteriana dos
materiais foi avaliada pelo teste de contato direto. As bactérias testadas foram a Staphylococcus
aureus e Escherichia coli. O material contendo 5,00% de cério obteve 48,30% e 45,48% de
inibicdo de crescimento das cepas gram-positiva e gram-negativa, respectivamente., sendo bem
superior quando comparado ao material sem o cério. Os resultados da citocompatibilidade
mostraram que o material ndo afeta a viabilidade celular, sugerindo que os materiais nao sao
citotdxicos. It can be concluded that metallic doped material is promising for future applications
in the field of tissue engineering.

Palavras-chave: hidroxiapatita, bioceramica, atividade antibacteriana, citotoxicidade,

biocompatibilidade, engenharia de tecidos.
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Abstract

Hydroxyapatite (HAp), (Cal0 (PO4) 6 (OH) 2), is a material that has high biocompatibility and
bioactivity in human tissues. An alternative to enhance its biocompatible effects is by increasing
other ionic species by replacing the calcium ions in the HAp structure. Thus, the present work
aimed to the synthesis and characterization of HAp and doping of HAp with different
concentrations of Ce** and to perform test of antibacterial activity and cellular viability. The
synthesis of hydroxyapatite (HAp) and doped with cerium (Ce®*") (1.75%, 2.50% and 5.00% w
/ w) occurred by the precipitation method. Characterization by XRD and FTIR confirmed the
hydroxyapatite phase. The data obtained by EDS and XPS confirmed the presence of the Ce3
+ion. The Ca/ P atomic ratio values for HAp were 1.59 and the ratio (Ca + Ce) / P ranged from
1.46 to 1.55. The antibacterial property of the materials was evaluated by the direct contact test.
The bacteria tested were Staphylococcus aureus and Escherichia coli. The material containing
5.00% of cerium obtained 48.30% and 45.48% of growth inhibition of gram-positive and gram-
negative strains, respectively, being much higher when compared to the material without
cerium. Cytocompatibility results showed that the material does not affect cell viability,
suggesting that the materials are non-cytotoxic. It is possible to conclude as a promising
material for future applications in the field of tissue engineering.

Keywords: Hydroxyapatite, bioceramic, antibacterial activity, cytotoxicity, biocompatibility,

tissue engineering.
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1. Introducéo

O enxerto 0sseo autdgeno é a primeira alternativa a ser utilizada para a regeneracao do
tecido Osseo devido as suas propriedades osteogénicas [1]. No entanto, 0s enxertos tém
disponibilidade limitada, tais como a necessidade de procedimentos cirirgicos com possiveis
infeccdes locais e reabsorcdes progressivas do material [2]. Como resultado, pesquisas
cientificas estdo desenvolvendo novos biomateriais para a sua substituicdo [3]. Assim, 0s
enxertos sintéticos podem ser uma interessante alternativa, devido apresentarem caracteristicas
intrinsecas, tais como biocompatibilidade e similaridade quimica com os tecidos 0sseos dos
seres Vvivos, aliadas com suas propriedades de osteoconducéo e osteoinducéo [4].

Os principais materiais usados como enxertos sintéticos sdo os fosfatos de calcio e sua
classificacdo pode ser dada através de sua razdo molar Ca/P que varia entre 0,5 e 2,0 [5]. Um
excelente exemplo desses fosfatos € a hidroxiapatita (HAp), (Cai0(POa4)s(OH)2), € um material
que possui alta biocompatibilidade e bioatividade em tecidos humanos [6-8].

Existem em muitos procedimentos cirtrgicos a formacgdo de uma interface quimica do
tipo biomaterial/osso e, consequentemente, a fixacdo bioldgica, na qual a estrutura éssea vivo
penetra no espaco livre do biomaterial, provocando assim, a fixacdo permanente do 0sso [9].
Porém, esses procedimentos podem apresentar problemas de infec¢Ges bacterianas muitas vezes
dificeis de serem controladas durante o periodo p6s-operatério [10], e, consequentemente, 0
uso excessivo de antibidticos que podem néo fornece protecéo suficiente, levam a uma possivel
perda do material 0sseo e a podem gerar cepas resistentes de bactérias que sao dificeis de tratar
[11].

Assim, os mecanismos de defesa ativados pelo sistema imunolégico podem ser
reforcados pela introducéo de agentes antibacterianos que possuam interacéo bioldgica com o
biomaterial [12]. Uma das alternativas é a capacidade de substituicdo dos ions da HAp, por

meio da dopagem, por outros que possuam propriedades antibacterianas. Exemplos incluem
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prata (Ag*), cobre (Cu?*), zinco (Zn?"), selénio (SeOs>), estréncio (Sr?*), os ions lantanidios
(Ln** = Ce*, Ga*', Sm®") [13-15], citandos alguns que podem ocupar sitios da hidroxiapatita
devido ser ions de tamanho e cargas semelhantes. Essa capacidade de substituicdo i6nica e,
portanto, uma alternativa que pode melhorar os aspectos bioldgicos, mecanicos [16], fisicos,
quimicos, [17,18], antimicrobianos [19] e de biocompatibilidade do material [20,21].

O objetivo desta pesquisa € sintetizar uma hidroxiapatita dopada com Ce®* e avaliar
bacterianas gram-positivas e gram-negativas, bem como avaliar sua viabilidade celular por
meio de ensaio de citotoxicidade.

2. Parte Experimental
2.1 Materiais

Os reagentes utilizados foram hidroxido de calcio (VETEC) — Ca(OH); fosfato de
amonio dibasico (VETEC) - (NH4)2HPOs; Nitrato de cério (I11) hexahidratado (I11) (SIGMA-
ALDERICH) - (Ce(NOg)2). Para os ensaios de cultivo das coldnias bacterianas, foram
usados Brain Heart Infusion Broth (HIMEDIA); Blood Agar Base (COLUMBIA); salina
fisioldgica (NaCl 0,9%) e agua deionizada. Para o ensaio in vitro as células foram obtidas da
linhagem celular: GM07492 (Fibroblasto humano). A concentragio celular/pogos foi de 1x10°.
O meio de cultura composto por: DMEM (Gibco/Thermofisher), suplementado com Soro
Bovino Fetal (SBF) (nutricell), penicilina e estreptomicina 10u/mL (sigma). Os reagentes
disponiveis foram utilizados sem nenhum tratamento de purificacéo.
2.2. Sintese da HAp

A sintese da HAp foi realizada pelo método de precipitacdo. Os reagentes Ca(OH)2
e ((NH4)2HPOg4) foram utilizados segundo a razéo Ca/P de 1,67 (Eq. (1)).

10Ca (OH)2 s) + 6 (NH4)2HPO4 s) — Ca10(POa4)s(OH)2 s) + 12NH3 () +18 H20 ¢ (1)

46



Os reagentes foram dissolvidos em &gua deionizada, a sintese ocorreu a temperatura
ambiente, sob agitacdo durante aproximadamente 3h (pH = 10-11). A solucdo resultante foi
centrifugada, lavadas com agua deionizada e o produto foi seco em estufa a 110 °C por 24h
[22].

2.3 Sintese da HAp dopada com Ce

A sintese da HAp dopada Ce®* também foi realizada através do método da precipitacéo.
Para a realizac3o da sintese utilizou uma relagdo percentual referente a substitui¢do do jon Ca?*
pelo fon Ce**. Assim, a adi¢io da quantidade de dopante foi dada em x mols (Xce = 1,75%;
2,50% e 5,00%) com relagdo ao nimero de mol jon Ca?* (Caio-xCex(POs)s(OH)2). Os pds
obtidos foram denominados HAp-Ce-x (em que x = 1,75; 2,50 e 5,00).

2.4. Caracterizacdo dos materiais
2.4.1 Difratometria de Raios X (DRX)

Os parametros de DRX foram medidos no intervalo de 5° a 75°, taxa de varredura de 2°
min e tempo de exposicdo de 40 minutos no equipamento LABX — XDR 600, Shimadzu, Cu
— Ka (A = 1,5406A). Os tamanhos médios dos cristalitos foram estimados usando a equagao
Debye—Scherrer (Eq. (2)) [23]:

Xs = 0,9M/pcos (2)
sendo Xs ¢é o tamanho de cristalito em nandmetro (nm); A ¢ o comprimento de onda dos raios-
X incidentes (nm) (A = 0,15406 nm para a radiacdo CuK) e f ¢ a FWHM (Full Width at Half

Maximum), do pico de difracdo sob consideragdo (rad); 6 € o angulo de difragao (°).

2.4.2 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foram
obtidos usando o espectrofotdbmetro Varian 660-IR pelo método da pastilha em KBr, em 32

varreduras na regido de 4000 a 400 cm™ com resolugéo de 4 cm™,
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2.4.3. Analise Térmica

A analise termogravimétrica (TGA) foram realizadas no aparelho SDT Q600 V20.9
Build 20 da TA Instruments utilizando aproximadamente 5 mg de amostra com razdo de
aquecimento de 10 °C min’* em atmosfera de Argonio com fluxo de 100 mL min** em porta
amostra de alumina na faixa de temperatura de 25 a 1000 °C.

2.4.4 Microscopia eletronica de varredura (SEM) e Espectroscopia de energia dispersiva
(EDS)

A andlise morfologica e composicdo dos materiais sintetizados foi investigada
utilizando um microscopio eletrénico de varredura (MEV) com fonte de elétrons por emisséo
de campo FEG (QUANTA 250 FEI) acoplado a Espectroscopia de Energia Dispersa (EDS).

2.4.5 A espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS)

As amostras foram submetidas a fonte de raios X. O equipamento da ScientaOmicron,
modelo ESCA+ espectrémetro equipado com uma fonte de raios X monocromaética (K-Alpha
1486,6 eV) e um analisador de elétrons do tipo hemisférico, com alta resolugéo e equipado com
125 canais individuais de deteccdo. Durante as medidas a pressdo da camera de analise é da
ordem de 2x10° mbar e os espectros de survey e alta resolu¢io sdo registrados com uma
resolucdo em energia de 50 e 20 eV, respectivamente.

2.5 Atividade antibacteriana por contato direto

As cepas bacterianas utilizadas foram das espécies Staphylococcus aureus (ATCC
25923) (Gram-positive bacteria) e Escherichia coli (ATCC 25922) (Gram-negative bacteria).
A partir das culturas bacterianas mantidas em agar nutriente a 4 °C, transferiu-se uma algada do
crescimento bacteriano para um tubo falcon contendo 3,0 mL do meio Brain Heart Infusion
Broth a 3,0% (BHI), seguido de incubagéo a 37 °C por 24h. A partir desta cultura em BHI
preparou-se uma suspensdo bacteriana padronizada para uma densidade equivalente a 0.5 na

escala Mac Farland, aproximadamente 1.5 x 108 UFC/mL. Em seguida foram realizadas
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diluicdes decimais seriadas, em solucgéo salina fisioldgica, obtendo-se uma suspensdo de 1,5 X
10* CFU/mL para ambos os microrganismos. O teste antimicrobiano foi realizado por contato
direto, segundo a metodologia de Zheng e Zhu [24], tendo como resultado a contagem de
unidade formadora de colbnias (CFU). Para a realizacdo do teste a suspensdo bacteriana
padronizada foi submetida a diluicGes seriada decimais até obtencdo da dilui¢do 10 (1,5 X 10*
UFC/mL), no qual 2000 puL desta suspensao diluida foram transferidas para um tubo tipo falcon
esterilizado, ao qual foi adicionado 2000 pg do biomaterial. Para determinacdo do efeito
inibitorio, 100 pL desta suspensao foram transferidos para placas de Petri contendo o meio agar
Blood Agar Base e semeadas com o auxilio de uma al¢a de Drigalsky pelo método spread plate.
As placas foram incubadas na estufa microbioldgica por 24h a 37 °C. Em seguida, a contagem
das unidades formadoras de col6nia (CFU) foi realizada. O teste foi realizado em triplicata no
qual, no controle positivo, os produtos foram substituidos por uma solucao salina (2000 puL)
para posterior comparacéo das solu¢Ges com os produtos testados. O efeito inibitério produzido
por cada solugdo-teste foi calculado através da equagdo n = (N1-N2) N1, onde 1) € definido como
o efeito inibitério, N1 é a média aritmética das unidades formadoras de coldnia das placas
controle, N2 é a média aritmética das unidades formadoras de coldnia de cada uma das solucGes
testadas e os resultados expostos em percentagem.

2.6 Citocompatibilidade (MTT)

O ensaio de citocompatibilidade in vitro foi realizado de acordo com procedimentos
padrédo (1SO10993-5: 2009). A viabilidade celular foi analisada por MTT ensaio colorimetrico
do brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio). As células (Fibroblasto humano
GMO07492) foram semeadas em placa de cultura de 96 pogos, mantidas em meio de cultura,
enriquecido com SBF e antibidticos. Foram encubadas em estufa 37°C em atmosfera
umidificada contendo 5% de CO- e 95% de ar atmosférico. Simultaneamente, foram preparados

0s extratos das amostras e dos controles na concentracdo 20 mg/mL, mantidos em estufa 37°C,
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por 24 horas. Apos 24 horas, ocorreu a substituicdo do meio DMEM (Dulbecco's modified eagle
médium) pelo extrato, realizadas em triplicata e mantidas em condicGes de cultivo por 24 horas.
Posteriormente, ap0s as 24 horas, os pocos foram lavados com PBS uma 1 vez, e foram
adicionados 50 pL de MTT. A placa de cultura foi novamente incubada em estufa 37°C por 4
horas. Apds incubacédo, 100 pL de isopropanol foram adicionados aos pogos e homogeneizados
delicadamente para a solubilizacdo dos cristais de formazan. Como controle positivo foram
usados DMEM + 30% de DMSO e como controle negativo, foram usados DMEM + soro bovino
fetal + antibidticos. Os valores de densidade 6ptica (DO) obtidos em um comprimento de onda
(A) de 570 nm num espectrofotometro foram convertidos em percentagens de viabilidade
celular. O valor de DO de cada amostra foi convertido em percentagens de viabilidade celular
em relacdo a um grupo controle negativo (DMEM + 10% FBS = 100% de viabilidade celular)
e submetido a analise estatistica (ANOVA-ONEWAY e FISHER'Spost hoc test) em nivel de
significancia de 5%. Foi realizado um grupo controle positivo (referéncia ao efeito citotoxico)
pela adicdo de dimetilsulfoxido (DMSO 30% v / v) ao meio de cultura (DMEM + 10% FBS)
3. Resultados e Discusséo

3.1 Caracterizacdo dos materiais

3.1.1 Difratometria de Raios X (DRX)

A hidroxiapatita pura e as dopadas com diferentes concentracfes de cério (% m/m)
foram obtidas pelo método de precipitacdo. Os difratogramas da HAp e HAp-Ce-x: (onde x =
1,75%, 2,50% e 5,00%) mostram que oS materiais sdo cristalinos e ndo possuem fases
intermediarias, como mostrado na Figura 1. Os picos de XRD para HAp foram indexados a
JCPDS 001-1008.As presencas dos planos no DRX (Figura 1) sdo caracteristicos da fase
hidroxiapatita. E possivel observar pequenas mudancas significativas no DRX das amostras

HAp-Ce-1,75, HAp-Ce-2,50 e HAp-Ce-5,00.
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Figura 1- DRX de hidroxiapatita e HAps dopadas com Ce®* sintetizado pelo método da

precipitacao.
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Acredita-se que essas pequenas alteracdes de cristalinidade quando comparado com
HAp foram ocasionadas pela adicio de pequenas quantidades de Ce** que contribuiram para os
deslocamentos dos picos e que causaram pequenas alteragfes na cristalinidade dos materiais.
Isso pode ser atribuido as diferencas de carga entre Ca?* e ions Ce®*. Ou seja, os ions de Ce®*
provavelmente podem ter ions Ca?* da HAp, resultando em uma alteragio estequiometria e,
consequentemente, uma melhora na cristalinidade do material.

Essas variacfes no tamanho (Tabela 1) podem ser atribuidas a diferenca no tamanho e
a quantidade adicionada de ions Ce®* na estrutura da HAp, uma vez que o raio iénico do Ce®*
(0.107 nm) é maior do que do Ca?* (0.100 nm) [25]. A Figura 2 mostra um bom ajuste entre os
padroes de DRX observados e os resultados de ajuste teérico calculados para HAp-Ce

(Refinamento de Rietveld).
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Figura 2- Gréfico de refinamento pelo método Rietveld da HAp dopado com Ce3* sintetizado

pelo método da precipitacéo.
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Foi possivel detectar que os difratogramas das amostras sintetizadas tiveram
similaridade com o cartdo de nimero 26205 (ICSD), com estrutura do tipo hexagonal e grupo
espacial P63/m. Seus parametros de célula unitéaria sdo a = b = 0,943 nm e ¢ = 0,689 nm para
HA, e a=Db = 0,942 nm e ¢= 0,675 nm, para a HAp-Ce. Para esse refinamento o valor de y?
(fator de convergéncia) foi igual a 1,845 para a amostra de HA e 1,759 para amostra HAp-Ce,
indicando que o refinamento foi bem-sucedido [26]. Para estruturas tetragonal, ortorrémbica,
romboédrica ou hexagonal os valores de Rwp devem ser proximos a 8-10% [27]. Os valores de
Rwp para as amostras de HAp e HAp-Ce foram, 10,60% e 11,06%, respectivamente. Ap0s 0
refinamento, foi observado as seguintes porcentagens de fase para a HAp-Ce foi de 96,98%

referentes a fase da hidroxiapatita e 3,02%; corresponde a fase do cério (ISCD 43381), com

grupo espacial P63/mmc.
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Entre os planos cristalinos observados, (002), (211), (202), (310), (203) e (213) foram
localizados em 26 igual a 25,90°; 31,90°; 34,20°; 39,79° 46,70° e 49,60°, respectivamente. A
Tabela 1 mostra o valor do tamanho médio dos cristais que foram calculados pelo método de
Debye-Scherrer como mostrado na Eq. (1).

Tabela 1- Tamanho médios de cristalitos sintetizados.

Amostras FWHM (°) Tamanho do Cristalito
(nm)
HAp 0,314 25,870
HAp-Ce-1,75 0,275 29,587
HAp -Ce-2,50 0,275 29,583
HAp -Ce-5,00 0,236 34,506

FWHM = Full width half maximum.

3.1.2 Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A Figura 3 mostra os espectros para a regido de infravermelhos de HAp e HAp
dopados com Ce3*. Os espectros para a HAp, Figura 3 (a), mostram as bandas em 472 cm™ e
548 cm! correspondendo as vibragdes de deformacdes assimétricas do agrupamento HPO42" (P-
O-H).

A banda no valor de 612 cm™ refere-se & deformacéo assimétrica P-O do grupo POs*>
e 640 cm™ é a banda de deformagéo do OH. Bandas discretas em torno de 1900 cm™ e na regido
de 875 cm™ podem ser atribuidas & presenca do ion carbonato (COs?). As bandas de 1100 cm’
1 ¢ 1036 cm™ correspondem a vibrag&o de alongamento assimétrica do grupo PO+ As bandas
de 1640 cm™ e 3444 cm correspondem a deformacdo e alongamento, respectivamente, do
grupo hidroxila da agua e a faixa a 3570 cm™ corresponde a hidroxila (OH) da estrutura da

hidroxiapatita [28-29].
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As andlises de FTIR mostradas na Figura 3 indicam que nao houve diferencas
significativas entre os espectros, mostrando estruturas similares entre HAp e HAp dopada,
revelando que, mesmo com a dopagem, a fase de hidroxiapatita foi formada [30].

Figura 3 - FTIR da (a) HAp, (b) Hap-Ce-1,75 (c) Hap-Ce-2,50 e (d) Hap-Ce-5,00.
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3.1.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV) e Espectroscopia de energia dispersiva (EDS)

A Figura 4 mostra as micrografias (MEV) e os espectros de EDS. A imagem de MEV
obtida para a amostra de HAp e das amostras dopadas com o cério, revela a formacdo de
particulas aglomeradas de maneira ndo uniformes com superficie irregular. Observa-se que a
presenca do ion cério ndo alterou a morfologia, uma vez que a particulas da HAp e das dopadas
sdo semelhantes, como podem ser observadas na Figura 4.

A anélise por EDS é uma ferramenta importante para a caracterizacdo de materiais,
pois permite identificar a composicdo qualitativa e semi-quantitativa das amostras em pontos

especificos da imagem [31].
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Figura 4 - MEV-EDS imagens da (a) HAp e (b) HAp-Ce-1,75 (c) Hap-Ce-2,50 e (d) Hap-Ce-
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A presenca dos principais componentes da hidroxiapatita (Ca, O, P) e a presenca do
jon Ce3* nas amostras dopadas s&0 mostradas de forma semi-quantitativa pelo EDS. Os valores

da razdo atbmica Ca/P para a HAp foi de 1,59 e a razdo (Ca+Ce)/P variou entre 1,46 a 1,55.
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Esses valores sdo mostrados na Tabela 2. Ressalta que a HAp do tipo deficiente em célcio é
caracterizada por ter a relacdo Ca/P variando de 1,50 a 1,67 [32].

Tabela 2- Percentagem atdbmica semi-quantitativa de HAp e HAp dopada com Ce obtida por

EDS.
Hidroxiapatita Caou (Ca+Ce) P Caou (Cat+Ce)/P
HAp 2,70 1,70 1,59
HAp -Ce-1,75 12,23 8,10 1,51
HAp -Ce-2,50 7,00 4,80 1,46
HAp-Ce-5,00 7,44 4,80 1,55

Essas informagdes corroboram com os dados estruturais/cristalinos fornecidas pelo
DRX por meio do qual, acredita-se que a incorporagdo de Ce®" causou uma alteragio na

cristalinidade das particulas, bem como, os resultados de tamanho dos cristalitos (Tabela 1).

3.1.4 Anélise Térmica

Nas curvas TG, a perda de peso foi observada entre 1,10% e 2,70% perto da regido
de 100 °C, como mostrado na Figura 5. Este evento esta ligado a liberacdo de agua fisicamente
adsorvida na superficie. A perda em torno de 1,60% indica a liberacdo de agua também
adsorvida na superficie, mas localizada em locais mais internos. Acima dessa temperatura,
observamos outro evento de perda de massa que ocorre na faixa de temperatura de 200 °C a 550
°C, com perda de 2,20% em massa.

Isto esté associado a remocéo de 4gua quimicamente adsorvida. Entre as temperaturas
de 575 °C e 900 °C, a temperatura final neste experimento, condensacdo dos grupos hidroxila
presentes na superficie da HAp ocorre, tornando o material um fosfato menos hidratado que

experimentou uma massa perda de 2,60% [33-34].
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Figura 5 - Curvas TG da HAp; HAp-Ce-1,75; HAp-Ce-2,50 e HAp-Ce-5,00.
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Na curva TG, Figura 5, acima da temperatura de 900 °C ocorre um evento de perda de
massa relacionado a decomposi¢do da HAp e, por consequéncia, a perda de grupos OH [35].
Essas etapas de perdas estdo mostradas a seguir:
Ca10(PO4)s(OH)2 —Cai10(PO4)s(OH)2-2xOx + xH20 (até 1000°C) (2)
Ca10(PO4)s(OH)2-2xOx — 3Ca3(POa)2 + CaO + (1-x)H20 (acima de 1200°C) (3)

As temperaturas acima de 700 °C correspondem a condensacao dos grupos OH e foi
observado que a HAp-Ce-2,50 perde cerca de 1,91% de massa, uma quantidade maior do HAp-
Ce-1,75 e HAp-Ce-5,00 que perderam cerca de 1,63 e 1,76%, respectivamente. Esse fenbmeno
indicando uma condensagéo de grupos hidroxilas na amostra dopada com 2,50% de cério.

Essas diferentes perdas, pode-se indicar que a substituicio pelo ion Ce®*" pode estar
ocorrendo ndo somente nos sitios do célcio como também nos sitios H, onde a amostra HAp-
Ce-2,50 pode ter uma menor quantidade de cério substituindo o hidrogénio que as demais
amostras dopadas, 0 que pode esta resultando esta diferenca. Em outras palavras, as HAp

dopadas apresentaram uma maior perda de massa percentual que pode ser atribuida devido a
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condensacdo de grupos OH com a liberacdo de H>O. Essa perda € crescente em relagdo ao
aumento da concentragdo de cério, indicando que as pequenas quantidades de jons Ce®*
contribuiram para a hidratacdo do material.
3.1.5 A espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS)

A Figura 6, mostram os espectros de XPS obtido para a amostra de HA e HAp-Ce-5.
Na Figura 6, foram detectados os elementos Ca, P e O através dos picos Ca2s (439,74 eV) e
Ca2p (347,54 eV), P2s (187,73 eV) e P2p (131,78 eV), O1s (529,27 eV). Além disso, na Figura
6 é possivel observar as linhas de emissdo caracteristicas relativas ao dublete de elétrons
ejetados de orbitais 3d do Ce na regido entre 880-905 eV [36]. Tal técnica de forma pertinente
e convicente garante que ocorreu a incorporacdo do ion metalico na estrutrura do material,

demonstrando que a sintese obteve éxito.

Figura 6 - Espectrodo XPS para a amostra HAp e HAp-Ce-5,00.
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3.2 Atividade Antibacteriana por contato direto

As atividades antibacterianas de HAp e Ce3* dopado contra S. aureus (ATCC 25923)

e E. coli (ATCC 25922) sdo mostradas na Figura 7. Entre os materiais testados, Ce-5,00: HAp
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teve 0 maior efeito inibitério para ambos os grupos de bactérias. Os resultados de inibicdo de
crescimento bacteriano para o material HAp:Ce-5,00 quando comparado com HAp, tiveram um
aumento inibitorio de cerca de 42,86% para S. aureus de 41,85% para E. coli. A Figura 8 mostra
as fotografias das placas com os resultados obtidos para o crescimento das col6nias.

Figura 7- Efeito inibidor de HAp dopada com cério 1,75, 2,50 e 5,00% em linhagens padrédo

de S. aureus (ATCC 25923) e E. coli (ATCC 25922).
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Figura 8 - Imagens das placas sobre o efeito inibitorio de HAp dopada com cério 1,75, 2,50 e

5,00% em linhagens padrdo de S. aureus (ATCC 25923) e E. coli (ATCC 25922).
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A inibicdo do crescimento bacteriano por HAp pode ser explicada pela existéncia de
ligacGes de hidrogénio na fase de hidroxiapatita exibindo grupos hidroxila e a parede celular de
bactérias formadas por peptidoglicano. Quando ocorre a ligacdo de hidrogénio, o crescimento
das paredes das células bacterianas € interrompido, e as bactérias tém seu desenvolvimento
comprometido. No entanto, a baixa quantidade de grupos hidroxila na estrutura de HAp,
Ca10(PO4)s(OH)2, ndo confere ao material uma propriedade 100% antimicrobiana [37].

No caso de amostras dopadas com Ce®*, os mecanismos de atividade antibacteriana
do metal ainda ndo sdo totalmente compreendidos. Diaz-Visurraga et al. (2011) [38] sugerem
guatro mecanismos hipotéticos que sdo 0s mais aceitos e relatados na literatura: (1) absorcéo
de ions metalicos, (2) geracdo de EROs a partir de ions metalicos com subsequente dano
oxidativo em suas estruturas celulares, (3 ) a geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) a
partir de ions metalicos e (4) acimulo de dissolucéo de ions metalicos na membrana bacteriana
causando alteracbes na sua permeabilidade (liberacdo progressiva de lipopolissacarideos,
proteinas de membrana) pela dissipacao da forca motriz do proton.

Ciobanu et al. [36] estudaram a atividade antimicrobiana de hidroxiapatita dopada
com céria contendo fons Ce** e Ce** e encontraram atividade significativa contra E. coli e S.
aureus pelo método de difusdo em disco. Em seu trabalho, a hidroxiapatita substituida por 10%
de cério apresentou reducdo microbiana de 31,38% para E. coli e 29,01% para S. aureus. Os
resultados apresentados na Figura 7 e na Figura 8 mostram que a atividade apresentada pelo
material dopado com 5,00% de cério é superior a do referido artigo, além de apresentar uma
maior resposta contra o S. aureus. Isso confirmou que o cério pode melhorar a atividade
antimicrobiana do HAp quando substituido em sua estrutura, além de possuir propriedades
osteogénicas.

A menor resposta de inibigdo de Ce*3a E. coli pode estar relacionada ao fato de que a

estrutura da parede celular das bactérias gram-negativas é mais complexa que a das bactérias
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gram-positivas. Isso ocorre porque existe uma camada além da peptidoglicana chamada
membrana externa que é composta principalmente de fosfolipidios e lipopolissacarideos. Uma
das funcbes da membrana externa é proteger a célula bacteriana [39-40]. Infeccdes nos
implantes sdo geralmente causadas pela bactéria Gram-positiva S. aureus. Uma pesquisa
descrita por Trampuz e Zimmerli [41] mostrou que cerca de 30% dos casos de infeccOes
relacionadas ao implante foram causados por S. aureus, uma vez que € responsavel por
infeccdes de partes moles em regides osteoarticulares. Este € um resultado importante em vista
do aumento de 42,86% do efeito inibitdrio contra S. aureus para HAp:Ce-5,00.

3.3 Citocompatibilidade

A citocompatibilidade para os materiais dopados com cério e HAp foi investigada
pelo ensaio MTT. Os resultados, Figura 9, mostraram que nenhuma das amostras testadas tinha
niveis de viabilidade compativeis com um efeito citotoxico (viabilidade celular < 70%). A
analise estatistica mostrou que os materiais dopados com cério HAp:Ce-2,50 e HAp:Ce-5,00
apresentaram niveis de viabilidade celular, respectivamente 95,4 + 1,8 € 99,1 + 3,2 %, similares
ao grupo controle negativo (100%) e significativamente (p < 0,05) maior que a HAp pura (89,4
+ 1,0). Portanto, os pos sintetizados ndo interferiram na atividade metabdlica celular e,
consequentemente, na viabilidade celular. Em outras palavras, os materiais ndo sdo citotoxicos
e podem ser considerados citocompativeis. Para este ensaio, a amostra HAp:Ce-1,75 ndo teve
sua citotoxicidade estudada, pois, para os autores, seus resultados de atividade antimicrobiana
ndo foram satisfatorios.

O resultado obtido pelo teste de citocompatiibilidade confirma que a HAp dopada
com Ce (2,50% e 5,00%) é um biomaterial viavel para reparo tecidual. As amostras dopadas
com Ce®" mostradas na Figura 9 apresentaram o mesmo padréo de viabilidade celular do que o
grupo controle negativo. Este resultado é semelhante ao encontrado na literatura [42] para

hidroxiapatita dopada com cério para testes in vitro de viabilidade celular.
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A hidroxiapatita € amplamente utilizada na regeneracdo de tecidos e aplicacdes
biomédicas na forma de revestimentos em implantes metalicos, producéo de enxertos de tecido
0sseo e nervoso, agentes de liberacdo de farmacos, protecdo de feridas, substratos de cultura
celular, imobilizacdo enzimatica, proteses Osseas e enxertos devido a sua excelente
biocompatibilidade, propriedade de osteoconducdo e similaridade com os componentes
inorganicos do osso natural [5,41,42]. Neste estudo foi possivel observar que, por meio da
dopagem com o ion Ca®*, as propriedades antibacterianas e os efeitos ndo toxicos esperados
apareceram satisfatoriamente. Observamos que a incorporacio do ion Ce3* proporcionou uma
melhora nos aspectos estudados do material. Assim, 0s materiais sintetizados demonstraram
um grande potencial a ser utilizado em futuras aplicacdes no reparo 6sseo e testes in vivo serdo

realizados para avaliar este potencial.
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Figura 9 - Ensaio de citocompatibilidade in vitro de HAp, HAp:Ce-2,50 e HAp:Ce 5.00
realizado com linhagem de células de fibroblastos humanos (GM07492). Os resultados séo
expressos como porcentagem de viabilidade celular em relacdo ao grupo controle negativo
(DMEM + 10% FBS). Grupo controle positivo como referéncia de efeito citotdxico (DMEM +
10% FBS + 30% DMSO). Analise estatistica: ANOVA ONE WAY e o teste post hoc da

FISHER. * p<0,05.
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4. Concluséo

O estudo da incorporagdo do ion Ce®' na estrutura da matriz de HAp indicou
propriedades antibacterianas e de citocompatibilidade satisfatorias. A caracterizagdo dos
materiais com DRX, FTIR, TG, MEV, EDS e XPS confirmaram a sintese de HAp e a
incorporacéo de Ce®*" no material. A incorporagdo do Ce®* nio alterou a estrutura da HAp e os
resultados semi-quantitativos da EDS mostraram que a relacdo Ca/P variou de 1,46 a 1,51.
Testes antibacterianos diretos contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli mostraram a
eficacia dos materiais sintetizados. O ensaio in vitro mostrou que 0s materiais Sdo néo
citotoxicos. Assim, a presenca do ion Ce*" melhorou a atividade bacteriana inibitoria e

melhorou significativamente os resultados de citocompatibilidade do material.
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Resumo

Varios sdo os materiais aplicados em defeitos 6sseos, no entanto, a hidroxiapatita (HAp) por
ser um material com propriedades similares ao tecido 6sseo tem tido destaque, porém, tal
aplicacdo pode ser ainda melhorada com a incorporagio de ions metalicos, tais como o ion Ga®*.
Portanto, o presente trabalho tem como escopo sintetizar a hidroxiapatita dopada com ions galio
em diferentes proporcdes e avaliar sua atividade antibacteriana, bem como, sua citotoxicidade.
Deste modo, a sintese de HAp e hidroxiapatita dopada com 2,50% (HAp-Ga-2,50%) e 5,00%
(HAp-Ga-5,00%) de ions galio ocorreu pelo método da precipitacdo. As amostras foram
caraterizadas por espectroscopia Raman e FTIR que revelaram a presenca de modos
vibracionais caracteristicos de grupos fosfatos pertencentes da fase hidroxiapatita. Por meio
DRX, verificou-se que os planos cristalograficos obtidos sugerem a constituicdo da fase
hidroxiapatita, para todas as amostras sintetizadas. A analise térmica (TG) indica uma menor
perda de massa nas amostras dopadas com ions galio. Somando ao ja descrito, a técnica de
MEV-EDS, apresentaram que os materiais possuem morfologia em formato de aglomerados de
particulas, ndo uniformes, e o EDS identificou a presenca de célcio e o fosforo em todos os
materiais e de galio para os materiais dopados. Portanto, as sinteses ocorrem com sucesso. A
atividade antibacteriana ocorreu por meio teste de contato direto. Sendo assim, as bactérias
testadas foram a Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Escherichia coli ATCC 25922, e o
material que apresentou melhor desempenho na inibigé&o foi a hidroxiapatita dopada com 5%
de galio. A citotoxicidade foi avaliada pelo ensaio de MMT e todos os materiais ndo

apresentaram toxidade. Diante disso, pode ser um promissor na engenharia tecidual.

Palavras-Chave: Hidroxiapatita, galio, atividade antibacteriana, citotoxicidade.
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Abstract

Several devices are applied in bone defects, however, hydroxyapatite (HAp) being a material
with properties similar to the prominent bone tissue, however, such application can be further
improved with an incorporation of metallic ions, such as the Ga3 ion +. Therefore, the present
work aims to synthesize a hydroxyapatite doped with gallium in different proportions and to
evaluate its antibacterial activity, as well as its cytotoxicity. Thus, a synthesis of HAp and
hydroxyapatite doped with 2.5% (HAp-Ga-2.5%) and 5.0% (Hap-Ga-5%) gallium was
produced by the co-precipitation method. The samples were characterized by Raman
spectroscopy, FTIR, which revealed a characteristic vibrational presence of phosphate groups
belonging to the hydroxyapatite phase. By means of DRX, it was verified that the crystalline
water planes were submitted to a phase of hydroxyapatite, for all the samples synthesized. A
thermal analysis (TG) indicates a lower mass loss in gallium-doped samples. This is a method
of morphed in particulate of molecular, in uniformized, and the EDS identified the presence of
calcium and phosphorous in materials the materials and materials to materials doped. Therefore,
the syntheses occur successfully. The antibacterial activity appeared through the direct contact
test. Thus, as the bacteria tested were Staphylococcus aureus ATCC 25923 and Escherichia coli
ATCC 25922, the material that gave the best inhibition performance was a hydroxyapatite with
5% gallium. Cytotoxicity was assessed by the MMT assay and all materials are non-toxic.
Given this, it may be a promising tissue engineering.

Keywords: Hydroxyapatite, gallium, antibacterial activity, Cytotoxicity.
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1. Introducéo

O ser humano geralmente padece por varios problemas de salde, dentre eles, a
perda Ossea, sendo que, as suas causas as quais promovem isso sdo diversificadas, tais
como, fraturas, desgaste do proprio tecido calcificado, dentre outras. Em virtude disso,
propostas sao apresentadas para amenizar e/ou cessar 0 problema referente a substitui¢éo
ou regeneracao 0ssea. Assim, a reparacao de tecidos 6sseos pela hidroxiapatita é de grande
importancia, tendo em vista que possui elevada similaridade com os constituintes
inorganicos dos tecidos calcificados [1]. Além de possuir potencialidade de osteoconducéo,
osteinducdo e biocompatibilidade [2-6].

Entretanto, esse tipo de material no ato da reparacdo 6ssea pode ter sua funcdo
mitigada pela inibicdo de bactérias [7]. Diante disso, convencionalmente tal problema
supramencionado era tratado com antibidticos, porém, bactérias tornam-se resistentes a tal
tratamento [7-9]. Deste modo, sdo necessarias outras formas de inibicdo da proliferacédo de
bactérias qual seja incorporacdes de metais com atividade antibacteriana, bem como,
modificacOes na superficie com outros materiais para impedir a adesdo bacteriana [10,11].

Nesse contexto, é caracteristico da hidroxiapatita permitir a substituicdo de ions,
assim, os locais dos cations de calcio podem ser trocados com ions como cério (Ce®") [12],
galio (Ga®") [13], selénio (SeO3?) [14], titanio (Ti*") [15], estroncio (Sr?*) [16], prata (Ag™)
[17], cobre (Cu?") [18] e zinco (Zn?*), dentre outros [19].

Salienta-se também, que a hidroxiapatita dopada com ions é considerada um
biomaterial promissor em aplicaces de regeneracdes 0sseas, uma vez gque quantidades
minimas de ions podem promover modificacGes que resultam em vantagens e melhoram
aspectos bioldgicos, fisico-quimicos, mecéanicos e antimicrobianos [19-21].

Acredita-se que a inser¢do do Ga** junto aos biomateriais podem levar a melhorias
adicionais das suas propriedades, uma vez, que as suas aplicacdes médicas em estudos in
vivo, potencializam efeitos anti-inflamatdrios e causam uma aceleragdo anabdlica 0ssea,
além de atuar blogueando a atividade dos osteoclastos sem afetar a viabilidade dessas
células [22-23].

O Ga* & de grande interesse do ponto de vista bioldgico por ser analogo ao Fe®*
devido a similaridades gquimicas, tais quais, raios iénicos, eletronegatividade, afinidade
eletrbnica, nimero de coordenacéo [24]. Consequentemente, pode ser substituido um pelo
0 outro, tanto em estado solido quanto em solugdo [25,26].
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Embora os compostos de galio tenham mostrado alta biodisponibilidade [21]
devido a sua capacidade de imitar fons férricos (Fe®"), os ions de galio (Ga®*") sdo
antiproliferativos para células que proliferam patologicamente, particularmente células
cancerosas e algumas bactérias [27]. No entanto, as propriedades antibacterianas de tal
material ainda ndo foram examinadas; por exemplo, as espécies de bactérias
Staphylococcus aureus e Escherichia coli, sdo agentes comuns e causadores de infecgdes
0sseas, com uma forte resisténcia aos tratamentos convencionais utilizando antibi6ticos
[28,29].

Desta forma, o presente trabalho tem como objetivo sintetizar a hidroxiapatita
dopado com ions galio em diferentes proporcdes e avaliar a sua acao antibacteriana contra
Staphylococcus aureus e Escherichia coli, além de investigar sua biocompatibilidade pelo
estudo da citotoxicidade in vitro.

2. Parte Experimental
2.1. Materiais e Reagentes

Para a realizag8o da sintese da hidroxiapatita foram utilizados, hidroxido de célcio
Ca(OH)2 (Vetec), fosfato de amonio dibasico (NH4)2HPO4 (Neon), nitrato de galio (111)
hidratado (Sigma-Aldrich). Todos os produtos quimicos foram utilizados sem mais
processos de purificacdo. Utilizou-se agua deionizada para preparar todas as soluces.

Os testes antibacterianos foram utilizados as espécies Staphylococcus aureus
(ATCC 25923) e Escherichia coli (ATCC 25922). Para os experimentos de viabilidade
celular, utilizou linhagem celular GM07492 (fibroblasto humano), células/pogo: 1x10°,
meio de cultura DMEM (Gibco/Thermofisher), suplementado com soro bovino fetal (SBF)
(nutricell), penicilina e estreptomicina 10U/mL (sigma).

2.2. Sintese da Hidroxiapatita

A sintese da hidroxiapatita (HAp) ocorreu pelo do método de precipitacdo. O
procedimento de sintese consistiu na dissolucdo, em agua deionizada, das massas dos
reagentes precursores de célcio (Ca?*) e de fosfato (PO4%) para obedecer a razdo Ca/P =
1,67 caracteristica da HAp. Ap0s as dissolugdes, as solu¢des foram misturadas em tubos
tipo falcon sob agitacdo vortex, e colocadas sob agitagdo magnética em um béquer. O
tempo reacional foi de aproximadamente 3h a temperatura de 25 + 2 °C. Ap0s a sintese, 0
material foi lavado, centrifugado (4000 rpm por 4 minutos) e seco em estufa na temperatura
de 110 °C, por 16 h. Entdo, o p0 obtido foi macerado com auxilio do almofariz e pistilo e
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em seguida, peneirado com peneira de malha 35 VT e abertura de 425 um. A Equacao 1

mostra a reagdo quimica para a sintese da HAp [30].
10Ca(OH)2 + 6 (NH4)2HPO4 — Ca10(PO4)s(OH)2(s) + 12NH3 +18 H20 (1)
2.3. Sintese da Hidroxiapatita dopada com Ga®*

Para a sintese da Hidroxiapatita dopada com 2,5 % e 5,0 % de Ga®*, utilizou o
método de precipitacdo. Sendo que ocorreu a adigdo simultanea das solugdes aquosas do
fosfato de amonio dibasico, hidroxido de célcio e do nitrato de galio, na temperatura
ambiente, por 3h, em pH bésico (10-11). Apos o término do processamento, as solugcdes
foram centrifugadas, lavadas com agua deionizada e o produto seco em estufaa 110 °C por
16 h. Por fim, o pd branco obtido foi macerado com auxilio do almofariz e pistilo e em
seguida, peneirado com peneira de malha 35 VT e abertura de 425 pum.

2.4. Caracterizagdes
2.4.1 Difratometria de Raios X (DRX)

Os materiais sintetizados foram caracterizados pela técnica de difracdo de raios
(DRX). Foi utilizado o equipamento LABX — XDR 600, Shimadzu, Cu — Ko (A= 1,5406A)
com 20 no intervalo de 10° a 60°, com taxa de varredura de 2° min™t com tempo de
exposicao de 40 minutos. O tamanho médio de particula é calculado a partir de dados DRX

usando a aproximagdo Debye-Scherrer (Eq. 2):

T = kA
- Bcos0 (2)

onde t € o tamanho de particula em nandmetro, conforme calculado para a reflexdo hkl, A
é o comprimento de onda da radiagdo Cuxai (1,5406 A), B : € a largura a meia altura para
o pico de difracdo em consideragdo (em radiano), 8 € o angulo de difracdo e k ¢ a constante
de ampliacédo escolhida como 0,9.

O indice de cristalinidade (Clrio-x) foi calculado de acordo com Person et al.
(1996), que se baseia no grau de resolucéo das quatro reflexdes de raios-X entre 2,85 e 2,60
A°. A altura é medida entre o valor na parte superior de um pico e o valor do minimo que
0 separa do pico a seguir. Valores precisos das intensidades superior e minima sdo obtidos
apos a deconvolucgéo dos espectros usando rotinas padrao e perfis de tipo Voigt foi utilizado
0 programa PeakFit. Estes valores divididos pela intensidade liquida do pico mais alto

obtém o valor do raio Clio-x da seguinte maneira, de acordo com a Eq. 3:
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Clraiox = (H[202] + H[300] + H[112]) / H[211] (3)

onde H[202], H[300], H[112] e H[211] sdo as alturas dos picos correspondentes as
reflexdes (202), (300), (112) e (211), respectivamente [31].

2.4.2 Espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier foi
realizada em um Espectrométro FTIR modelo Vertex 70 do fabricante Brucker Optics com
64 scans para cada pastilha preparada das amostras com KBr, na regido de 400 a 4000 cm™
! com resolucio de 4 cm™. As amostras de HAp foram maceradas em um almofariz de
agata. A agua adsorvida foi removida das amostras apos 24 h de aquecimento a 100 °C.
Quantidades de p6s de aproximadamente 1 mg foram misturados com 100 mg de KBr. Esta
mistura foi entdo pressionada sob carga de 07 toneladas em uma pastilha de tamanho
depatilhas de 1 mm. O indice de Cristalidade (Clerir) foi calculado seguindo o método
descrito em Shemesh (1990):

Clprir = (Agos + Ases)/As90 (4)

onde AX é a absorvancia no niumero de onda X, assumindo uma linha de base direta entre
750 e 450 cm™ [32].

2.4.3. Espectroscopia Raman

Os espectros Raman foram realizados em um espectrdmetro Raman confocal,
Bruker Senterra, com um objetivo de 50x e laser de 785 nm como fonte de excitagdo. A
baixa densidade de poténcia do laser foi utilizada para evitar o superaquecimento da
amostra. Foi utilizada uma resolucéo espectral de 3 cm™ e o intervalo utilizado foi de 80-
1050 cm™. Além disso, a espectroscopia Raman foi realizada usando um espectrometro
micro-Raman confocal Renishaw inVia na faixa de nimero de ondas (100-1500 cm™) com
uma objetiva 100x de microscopio confocal e laser de 514 nm como fonte de excitacao; a
resolucdo espectral foi de 2 cm™.

O indice de cristalinidade é quantificado utilizando o pico mais intenso (963 cm"
1y correspondente & vibragdo de estiramento simétrica do grupo PO.*, a partir do qual dois
parametros podem ser caracterizados: a frequéncia v e a largura total a meia altura
(FWHM), I'. Estes dois parametros (I" e v) foram obtidos por decomposi¢ao dos espectros
no 800-1100 cm?, usando padr&o e perfis de tipo Voigt ou Pearson para os picos Raman.

O indice de cristalinidade foi calculado pela seguinte equacéo:
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CIRaman =4,9/T (5)
o valor de 4,9 cm™ corresponde a média do FWHM da apatita magmatica padréo [33].
2.4.4 Analise termogravimétrica (TG)

A analises foram realizadas no aparelho SDT Q600 V20.9 Build 20 da TA
Instruments utilizando aproximadamente 5 mg de amostras com razdo de aquecimento de
10 °C min't em atmosfera de Arg6nio com fluxo de 100,0 mL min*, em porta amostra de
alumina na faixa de temperatura de 25 °C a 1000 °C.

2.4.5 Microscopia eletrénica de varredura (MEV) e Espectroscopia de energia
dispersiva (EDS)

As micrografias das amostras foram realizadas no microscopio eletronico de
varredura (MEV) com canh&o a emissdo por campo, marca FEI, modelo Quanta FEG 250,
com tensdo de aceleracdo de 1 a 30 kV, equipado com EDS de SDD (Silicon drift
detectors), marca Ametek, modelo HX-1001, detector Apollo X-SDD. As condic¢des -
energia, spot, magnificagéo - estdo registradas na parte inferior de cada foto, como escala
e magnificagdo (Notagdo: SE - detector de elétrons secundarios ETD-SE; BE - detector de
elétrons retroespalhados vCD). Amostras foram fixadas em fita adesiva dupla face
de carbono e recobertas com Au na metalizadora, marca Quorum, modelo Q150R, durante
30s, a 20 mA, porplasma gerado em atmosfera de argdnio. Em relacdo a
microanalise por EDS, os espectros das amostras foram coletados a 25 kV e spot 5.

2.5. Teste Antibacteriano
2.5.1 Cepas Bacterianas

Utilizaram-se as linhagens de Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e
Escherichia coli (ATCC 25922), microrganismos do Laboratério de Pesquisa em
Microbiologia da UFPI (LPM).

2.5.2 Preparo do Inéculo

A principio realizaram culturas de bactérias mantidas sob as condig¢des de agar
nutriente a 4 °C. Posteriormente, transferiu-se uma coldnia bacteriana para um tubo falcon
contendo 3,0 mL do meio Brain Heart Infusion Broth a 3% (BHI), seguido de incubagéo a
37 °C por 24h. Em seguida, desta cultura em BHI ocorreu o preparo de uma suspensao
bacteriana padronizada para uma densidade equivalente a 0,5 na escala Mac Farland,

aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL (Unidades Formadoras de Col6nias - UFC). Assim,
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efetuou-se, a diluicdo desta suspensdo a 1,5 X 10* UFC/mL para S. aureus e E.coli em

salina fisioldgica.
2.5.3 Teste do Contato Direto

O teste de atividade antibacteriana foi realizado por meio do contato direto,
conforme a metodologia de Zheng et. al., (2003) [34]. Deste modo, obtendo o resultado da
contagem de unidade formadora de coldnias (UFC). Durante a execucdo do teste a
suspensdo bacteriana padronizada foram submetidas a dilui¢des seriada tendo como limite
a obtencéo da dilui¢do 10# (1,5 X 10* UFC/mL). Posteriormente, 2000 pL desta suspensio
diluida foram transferidas para um tubo tipo falcon esterilizado, ao qual foi adicionado
2000 pg do material. Portanto, para determinacdo do efeito inibitdrio, 100 pL desta
suspensdo foram transferidos para placas de Petri contendo o meio &gar Blood Agar Base
(Columbia) e semeadas com o auxilio de uma al¢a de Drigalsky pelo método spread plate.
As placas foram incubadas na estufa microbiol6gica por 24h a 37 °C, em seguida foi feita
a contagem das unidades formadoras de col6nia (UFC). O experimento realizou-se em
triplicata para cada uma das concentragdes testadas. Para o controle positivo os produtos
foram substituidos por uma solugdo salina (2000uL) para posterior comparagdo com as

solugdes com os produtos testados.

A porcentagem do efeito inibitério produzido por cada solucdo-teste foi calculada

conforme a equacéo aduzida a seguir:

n= % x 100% (6)

1

onde 1 é definido como o efeito inibitorio, N1 € a média aritmética das unidades
formadoras de col6nia das placas controle e N2 € a média aritmética das unidades

formadoras de coldnia de cada uma das solucdes testadas.
2.5.4 Ensaio de viabilidade celular (citocompatibilidade)
O ensaio de viabilidade celular in vitro foi realizado de acordo com procedimentos
padrdo (1SO10993-5: 2009). Tal procedimento foi por MTT brometo de [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio), ensaio colorimetrico. As ceélulas (Fibroblasto
humano GM07492) foram semeadas em placa de cultura de 96 pogos, mantidas em meio
de cultura, enriquecido com SBF e antibidticos, e encubadas em estufa 37 °C em atmosfera
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umidificada contendo 5% de CO2 e 95% de ar atmosférico. Simultaneamente foram
preparados os extratos das amostras, na concentragdo 20mg/mL, mantidos em estufa 37
°C, por 24 horas. Depois, foi realizada a substituicdo do meio DMEM pelo extrato,
realizadas em triplicatas, e mantidas em condigdes de cultivo por 24 horas. Em seguida, o0s
pocos foram lavados com PBS (uma vez), e foram adicionados 50 uL de MTT. A placa de
cultura foi novamente incubada em estufa 37 °C por 4 horas. Ap6s incubacdo, 100 pL de
isopropanol foram adicionados aos pocos e homogeneizados delicadamente para a
solubilizacéo dos cristais de formazan. Os valores de densidade Optica (DO) obtidos em
um comprimento de onda (A) de 570 nm num espectrofotdometro foram convertidos em
porcentagens de viabilidade. O valor de DO de cada amostra foi convertido em
percentagens de viabilidade celular em relagcdo a um grupo controle negativo (DMEM +
10% FBS = 100% de viabilidade celular) e submetido a andlise estatistica (ANOVA-
ONEWAY e FISHER'Spost hoc test) em nivel de significancia de 5%. Foi realizado um
grupo controle positivo (referéncia ao efeito citotdxico) pela adi¢do de dimetilsulféxido
(DMSO 30% v / v) ao meio de cultura (DMEM + 10% FBS).

3. Resultados e Discussao

3.1. Caracterizacdo dos materiais
3.1.1 Difratometria de Raios X (DRX)

Os difratogramas da HAp pura e dopadas com diferentes proporcdes de Ga* sdo
mostrados na Figura 1. Observamos que os planos especificos que caracterizam a fase
cristalina da hidroxiapatita (111), (002), (102), (210), (211), (202), (310), (312), (213) e
(511) estdo em destaque e em anuéncia com a ficha catalografica JCPDS 001-1008, deste
modo, sugerindo que o material foi obtido com éxito [35].

Vale salientar, que embora modificada a hidroxiapatita com galio nas proporgdes
de 2,5 e 5,0 % ainda sé&o mantidos os planos que indicam a formagéo da hidroxiapatita e
consequentemente a ndo formacéo de fases secundarias. Além disso, na maior incorporacéao
de ions de galio, o plano proeminente (211) se ampliou devido ao estresse de rede de HAp.

Além disso, o plano (202) foi ampliando a medida que aumenta a incorporacao de ions de
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galio em comparacdo HAp. O tamanho médio de cristalito foi calculado usando PikFit
(Anélise de Material Usando Difracdo). O tamanho do cristalito de HAp, HAp-Ga-2,5% e
HAp-Ga-5,0% foi de 11,20; 38,30 e 41,50 nm, respectivamente [36].

Figura 1- Padréo de difracdo de Raios-X das amostras HAp, HAp-Ga-2,5%,

HAp-Ga-5,0%.
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Existem duas formas possiveis de incorporacdo de metal trivalente na rede
cristalina de hidroxiapatita: através da substituicdo heterovalente e através da intercalacéo,
por exemplo, formando solucgdes sélidas de substituicdo/intercalacdo. Como a soma dos
raios i6nicos Ga®** + NHs* = 2,69 A excede o espaco disponivel para 2Ca* = 1,98 A e,
ao mesmo tempo, os parametros da rede ndo aumentam, significa que quando se usa
Ga(NOz)3, 0 gélio forma solugdo sdlida de intercalacdo e ndo a substituicdo. A intercalagao
pode explicar 0 aumento do tamanho do cristalito de HAp dopadas com galio.

Para ser mais eficaz em relacéo a sugestdo da incorporacdo de galio na estrutura
da hidroxiapatita e que ndo ocorre modificacdo na fase da hidroxiapatita. Foi realizada a
identificacdo da composicdo das fases pelo refinamento de Rietveld usando o software
GSAS EXPGUI 2012. Para a coleta de dados do refinamento a variagao 20 foi entre 10° a
110°, com taxa de varredura de 1° mint, tamanho de passo de 0,02° e tempo de medic&o
de 5s por passo. Os difratogramas obtidos foram comparados com perfis reportados na
literatura e seus respectivos cartdes da base de dados The International Centre for
Diffraction Data (ICDD) e Inorganic Crystal Structure Database (ICSD).
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Por meio do refinamento de Rietveld foi possivel se ter uma estimativa da
aproximacgdo dos difratogramas do modelo estrutural em comparagdo com padrbes
disponibilizados no ICSD. A Figura 2 mostra um bom acordo entre os padrdes de DRX
observados e os resultados de ajuste tedrico calculados para a HAp-Ga-5,00.

Figura 2 - Grafico de refinamento pelo método Rietveld da hidroxiapatita incorporada

com 5,0% de galio.
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Para esse refinamento o valor de x> (fator de convergéncia ou Chi2) foi igual a
1,966. Esse outro parametro qualifica o refinamento como satisfatéria, uma vez que o valor
¥? calculado foi menor que dois (x*> < 2) [37]. Para que os resultados obtidos com o
refinamento sejam considerados aceitaveis, 0 Rwp deve possuir valores proximos a 10%
para estruturas tetragonal, ortorrbmbica, romboédrica ou hexagonal [38]. Os valores de
Rwp para a amostra HAp-Ga foi de 11,00%.

Foi possivel detectar que os difratogramas das amostras sintetizadas tiveram
similaridade com o cartdo de nimero 26205 (ICSD), com estrutura do tipo hexagonal e
grupo espacial P63/m. Seus parametros de célula unitaria sdo: a=b=0,943 nme c= 0,690
nm e V = 531,39 A3, os valores dos pardmetros da célula unitéria para o cartio padrdo n°
26205 s30: a = b = 0,942 nm e c= 0,688 nm e V = 529,09 A3. Observe que embora a
quantidade de ion galio ndo tenha sido suficiente para causar o surgimento de novos picos
no DRX, uma variacdo, nos parametros de rede e no volume da célula unitaria (cerca de

0,43%), quando comparados com os valores do cartdo, ainda que discreto, sugerem que
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houve alteracdo da rede cristalina, confirmando os resultados do DRX. Quando
comparados com os calculados por Kebiroglu et al., 2017, esses parametros (a=b = 0,941
nm e c= 0,689 nm e V = 572,10 A3), também se aproximam [39].

3.1.2 Espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

Na Figura 3 sdo mostrados os espectros na regido do infravermelho da HAp e da
HAp dopada em diferentes concentragdes de galio, os espectros mostram vibrages tipicas
da fase HAp. Os espectros mostram as presencas dos modos vibracionais da HAp, a
pequena banda em 3570 cm™ é o modo de estiramento caracteristico da hidroxila (O-H) da
estrutura da hidroxiapatita. As bandas em 3444 cm™ e 1640 cm™ indicam a presenca de
estiramento e deformacdo, respectivamente, do grupo hidroxila da &dgua [40]. As bandas
entre 1400-1500 e em 875 cm™ sdo referentes a vibragBes de estiramento e flexdo
assimétricas de grupos CO3~. Finalmente as bandas de 1000-1300, 965 e 565 cm™ s&o

atribuidas ao estiramento assimétrico, estiramento simétrico e vibracbes de flexao

assimétricas dos grupos PO, respectivamente [41].

Figura 3 - Espectros FTIR dos materiais HAp, HAp-Ga-2,5% e HAp-Ga-5,00%.
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A comparacdo do espectro FTIR das amostras dopadas com ions galio, mostra que
a incorporagdo de Ga®* levou a algumas mudangas no espectro FTIR das bandas HAp,
CO%‘ a 1462, 1418 e 875 cm™ aparecem com maior intensidade, principalmente no
espectro da amostra HAp-Ga-5%, sugerindo que a um aumento de grupos carbonatos. Os

espectros para as amostras dopadas com ions galio ndo ocorreu mudancgas relevantes nos
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modos vibragdes de HAp, possibilitando a indicacdo que embora modificada com metais

0s modos vibracionais da fase HAp permanece.
3.1.3 Raman

Os espectros Raman para Hap e Hap dopada com ions galio em diferentes
quantidades sdo mostrados na Figura 4. O espectro Raman de HAp possui um modo de
estiramento caracteristico de PO4 v1 a 961 cm™, como pode ser visto na Figura 4, que é
dominante nos espectros das amostras. Além deste modo, dois modos de v2(POs), quatro
de v3(POa4) e quatro modos de v4(PO4) também foram resolvidos. Todas as bandas foram
atribuidas a modos de vibracdo interna dos grupos fosfato. Os modos dos grupos hidroxila
pertencentes a moléculas de agua foram observados a 630 cm™. Pela, presente técnica ndo
é possivel identificar o ion galio na estrutura da hidroxiapatita. No entanto, a técnica
corrobora juntamente com 0 DRX e FTIR que o tamanho do cristal ocorre um aumento o

que leva a sugerir eu o ion foi realmente incorporado na estrutura da hidroxiapatita.

Figura 4 - Espectroscopia Raman da HAp, HAp-Ga-2,5% e HAp-Ga-5,0%.
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A andlise espectral mostra a auséncia de qualquer fase de cristal de fosfato de
calcio no material cristalizado diferente de HAp. E que a largura relativamente maior das
bandas das amostras da primeira e segunda preparacao é indicativa da existéncia de grupos
de fosfato estruturalmente desordenados [42]. Isso, SO reforca o que ja foi citado sobre a

sugestdo da incorporacdo do ion metalico na estrutura do material.
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Somado ao ja descrito pelas técnicas de caracterizagdes mencionadas, ao calcular
o indice de cristalinidade (IC) pelo DRX, obtemos o valor (ICraio-x) = 3,23, 1,30 € 0,57 para
HAp, HAp-Ga-2,5 e para a HAp-Ga-5,0. O IC calculados pelos espectros Raman (1Craman)
para as amostras HAp, HAp-Ga-2,5 e HAp-Ga-5,0 foram 0,56, 0,45 e 0,43 [43] e o indice
de cristalinidade do FTIR (Clrrir) das amostras HAp, HAp-Ga-2,5 e HAp-Ga-5,0 foram
6,8, 1,6 e 0,5, respectivamente [44]. Os indices de cristalinidade sdo baixos para as
amostras dopadas com gélio enquanto que os indices de cristalinidade da HAp sdo mais
altos, indicando que diminui a cristalinidade ap6s o processo de dopagem com ions Ga®*.
Isso, permite sugerir que o ion galio de fato foi incorporado na estrutura da hidroxiapatita.
3.1.4 Anélise termogravimétrica

Apartir das curvas TG verificou-se 0 comportamento térmico da HAp e dos
materiais dopados frente ao aquecimento. A curva TG da HAp (Figura 5), mostra a
diminuicdo de massa continua até aproximadamente a 200 °C, evento esse conhecido como
a liberagdo de &gua fisicamente adsorvida na superficie do material. Ja a perda de massa
no intervalo de temperatura de 200 °C até 550 °C, refere-se a perda massa relacionada com
remocao de agua quimicamente adsorvida. No entanto, na faixa de temperatura entre 575
°C e 1000 °C, valor da temperatura final do experimento, acredita-se que ocorreu a

condensacdo de grupos hidroxilas presentes na superficie da HAp pura.

Figura 5- TG da HAp, HAp-Ga-2,5% e HAp-Ga-5%.

100 —— HAp
— HAp-Ga-2,5%
— HAp-Gap-5%
95
S
[35
% 90
=
85
80

T T T T T T T T
200 400 600 800 1000
Temperatura (°C)

81



Os materiais dopados como pode ser observado na Figura 5 tem uma menor perda
de massa percentual, essa peculiaridade da perda ainda ndo se sabe de modo claro a
natureza e maneira da coordenacdo das interagdes da agua segundo o Menilkov et al 2017
[39]. No entanto, é possivel verificar que a incorporacdo do galio na HAp aumenta sua
estabilidade. Isso pode ser observado na curva que a Hidroxiapatita dopada, na temperatura
de até 200 °C tiveram as perdas de massa em percentual de 5% ja para HAp o primeiro

evento ocorre em 400 °C com uma perda de massa no teor de aproximadamente 10%.

3.1.5 Microscopia eletronica de varredura (MEV) e Espectroscopia de energia dispersiva
(EDS)

A microscopia eletrénica de varredura foi empregada uma vez que essa técnica
promove uma analise das morfologias das amostras, a Figura 6 apresenta a micrografia e
0s pontos onde foram realizadas as analises dos EDS das amostras HAp, HAp-Ga-2,5%, e
HAp-Ga-5,0%. A micrografia para a amostra de HAp revelada na Figura 6 demonstra a
morfologia na forma de aglomerados de particulas ndo uniformes e com superficie
irregular. Igualmente, as amostras dopadas com galio em diferentes propor¢des apresentam
a formacéo de aglomerados de particulas ndo regulares.

No entanto, é possivel inferir pela imagem que as superficies dos materiais
dopados tendem a ter uma organiza¢do com um aumento no tamanho dos aglomerados.
Deste modo, somando as outras técnicas de caraterizagdes tal resultado dessa
caracterizacdo vem s6 a complementar que a sintese se procedeu adequadamente. E que,
embora dopada ainda permanece as caracteristicas morfologics da HAp.

Diante disso, identificaram-se as presencas de calcio, cério, fésforo e oxigénio nos
materiais sintetizados, a presenca de carbono deve-se ao grid de carbono que foi utilizado
para realizar a caracterizacao, e a presenca de carbonato observado no FTIR. Além disso,
os EDS das amostras dopadas mostram a presenca de galio o que leva a confirmagéo da
dopagem, ver Tabela 1. Portanto, ndo so identifica como ratifica a presenca dos elementos
caracteristicos da HAp e dopada com galio, assim, corroborando com os outros resultados.
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Figura 6 — Imagens obtidas através do MEV das amostras (a) HAp, (b) Hap-Ga-2,5% e
(c) HAp-Ga-5,0% e resultados do EDS das amostras (a) HAp, (b) HAp-Ga-2,5% e (c)
HAp-Ga-5,0%.

C
135K Ca
120 (a)
105K
090K 4
0.75K
0
060K
045K]
030K 3
] G
0.15K| €4
0.00K e
00 20 40 60 80 120 10 160 180
Lsec: 23.3 0 Cnts 0.000 keV Det: Apollo X-SDD Det
ZLUN
Ca
189K (b)
168K
147K §
C
126K
10.5K]
0
84K
6.3K
424
4 Ca
21K}
[ o Ga
0.0K =
00 17 34 51 68 102 119 136 153
10 um
TE—— lsec948  311Cnts  2750keV  Det: Apollo X-SDD Det
ZLUN]
0, €]
Hap'Ga'SA) 189K
168K (C)
147K p
126K]
105 co
84K
6.3K]
4.2}
d G
2.1K]
[q & G
0.0Ki i
00 17 34 51 68 102 119 136 153
Lsec:950  275Cnts  2750keV  Det: Apolio X-SDD Det

A partir dos resultados da porcentagem atdmica dos elementos presentes nas

amostras HAp, HAp-Ga-2,5%, HAp-Ga-5,0%, foram calculada as seguintes razdes: Ca/P
1,57; (Ca+Ga)/P = 1,66 e (CatGa)/P = 1,56 para HAp, HAp-Ga-2,5%, HAp-Ga-5%,

respectivamente, apresentadas na Tabela 1.Esses resultados comprovam que ocorreu a

formacéo de hidroxiapatita com uma razdo Ca/P satisfatoria.
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Tabela 1 - Percentagem atbmica semi-quantitativa de HAp e HAp contendo com Ga obtida
por EDS.

Hidroxiapatita Caou (Ca+Ga) P Caou (CatGa)/P
HAp 8,36 5,32 1,57
HAp-Ga-2,5% 11,73 7,06 1,66
11,58 7,42 1,56

HAp-Ga-5,0%

3.2 Ensaios bioldgicos
3.2.1 Teste antibacteriano

O resultado do teste de atividade antibacteriana da Hap e da HAps dopadas frente
as bactérias S. aureus (ATCC 25923) e E. coli (ATCC 25922) estdo na Figura 7. Verificou-
se que hd um aumento na atividade antibacteriana dos materiais dopados quando
comparados a HAp, tal afirmacdo é aplicavel as duas bactérias gram-positiva e gram-
negativa. No entanto, o material dopado com galio a 5,0% apresentou uma maior atividade
antibacteriana que em termos de percentagem corresponde a 74% do efeito inibitdrio para
as cepas E. coli (ATCC 25922) e 45% S. aureus (ATCC 25923).

Figura 7 — Gréfico do efeito inibitorio das amostras HAp, Hap-Ga-2,5%, HAp-Ga-5%-5
sobre cepas padrdo de S. aureus (ATCC 25923) e da E. coli (ATCC 25922).
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Ja para o material dopado com galio a 2,5% teve uma atividade maior que Hap de
19% para S. aureus (ATCC 25923) e 45% para E. coli (ATCC 25922). Contudo, observa-
se que o material dopado com galio a 5,0% é o que apresenta um melhor desempenho de
atividade antibacteriana e, inclusive, para as bactéria gram-negativa uma vez que é onde
ocorre o maior efeito inibitorio de 74%. Esses valores das porcentagens de inibicdo estdo

melhores dispostos nas Figuras 7, 8 e 9.

Figura 8 — Imagens das placas mostrando o efeito inibitorio das amostras HAp, Hap-Ga-
2,5%, HAp-Ga-5,0% sobre cepas padréo de S. aureus (ATCC 25923).
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Figura 9 - Imagens das placas mostrando o efeito inibitério das amostras HAp, Hap-Ga-
2,5%, HAp-Ga-5,0% sobre a cepa padrdo E. coli (ATCC 25922).
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E. coli (ATCC 25922).

Os resultados de inibi¢do de crescimento bacteriano dos materiais frente as cepas
das bactérias Gram-negativa, E. coli (ATCC 25922) e Gram-positiva S. aureus (ATCC
25923), que o melhoramento da atividade antibacteriana é em virtude ao jon Ga®*

incorporado na estrutura da HAp e que o maior destaque é para a dopada com galio 5,0%.
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Portanto, a quantidade de ion metalico na estrutura € o principal responsavel por
esse sucesso na inibicdo das cepas bacterianas E. coli (ATCC 25922) e S. aureus (ATCC
25923) uma vez como ja supracitado embora ndo esteja explicado com certeza o
mecanismo de interacdo entre o material e a bactéria, porém, é mais que evidente o
entendimento que ha interacdes entre a parede celular da bactéria e 0 ion metélico e que
provavelmente o aumento do ion galio melhora a inibicdo do crescimento das bactérias.

Tal material mostra-se como uma via possivel de aplicagdo em aplicacOes frente a
inibicdo de cepas bacterianas gram-negativas. Esse aumento na atividade antibacteriana
frente as cepas, ocorre devido a incorporacdo do galio na estrutura da hidroxiapatita,
embora nédo se saiba com clareza como ocorre a interacdo entre o material e bactéria. Assim,
esse resultado pode ser explicado pela a acdo antibacteriana dos fons Ga®**, que se baseia
na substituicdo de jons Fe3* e pelo consequente bloqueio de muitas reacdes e enzimas redox
importantes dentro de células bacterianas [27,45].

Na literatura aponta que tal mecanismo seja entre as interagdes entre o ion galio
presente na estrutura da hidroxiapatita com os constituintes das paredes das células
bacterianas, quais sejam, peptideos, de modo, que ocorra interacdes de oxirreducao e/ou
espécies reativas de oxigénio, dentre outras, promovendo assim, um desequilibrio referente
a permeabilidade da célula e consequentemente a ocorréncia do apoptose, tendo assim um
efeito inibitério de bactérias satisfatorio [46].

De um modo geral, o que pode ser aferido é que o material dopado com galio e,
especificadamente, na porcentagem de 5,0% é um dispositivo promissor para a engenharia
de tecido Gsseo e outras aplicagcdes, uma vez que tem resultados favoraveis frente a inibicao

de cepas das bactérias Gram-positiva e Gram-negativa.
3.2.2 Teste de citocompatibilidade

A viabilidade celular para os materiais HAp e dopada com galio foram avaliadas
pelo ensaio de MTT onde o resultado esta apresentado na Figura 10 pela conversédo das
absorbancias em percentagem de viabilidade.

Verifica-se que pelos dados obtidos por meio do ensaio de MTT que a
amostra Hap pura apresentou um valor médio de viabilidade celular de 89,45+1,07. No
entanto, ja para os materiais dopados a viabilidade celular apresentada foi mais de 60%.
Vale destacar, que os valores para Hap-Ga-5,0% e bem proximo do valor do controle

positivo ndo apresentado diferencas estatisticas. Assim, tais materiais sintetizados néo
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provoca a morte celular e que pode serem usados em regeneracdo 6ssea sem comprometer

danos celulares.

Figura 10 — Citotoxicidade em células fibroblasto GM07492 expostas aos materiais

sintetizados.
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Portanto, aos materiais dopados, além de possuir atividade antibacteriana
favoravel, ndo tém efeito toxico sobre as células, sugerindo assim, que suas propriedades
bioldgicas, permitem que tal material possa ser aplicado como um dispositivo adequado

Nno reparo 0Sseo.
4. Concluséo

As caracterizacdes demonstram que apés dopagem com galio nas diferentes
proporg¢des a morfologia ndo muda a cristalinidade do material. Nesse contexto, o teste de
atividade antibacteriana frente as cepas das bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia
coli demonstraram a eficacia dos materiais sintetizados uma vez que os materiais dopados
apresentaram melhores resultados de inibicdo e, em especial 0 Ga®* presente na proporgao
de 5%, por ter um melhor desempenho significativo na atividade inibitéria de em torno de
29% (74% do efeito inibitorio para as cepas E. coli e 45% S. aureus) quando comparado
ao material ndo dopado. Ademais, o teste de citotoxicidade garante uma maior
confiabilidade do material por ndo ser téxico reforcando que o seu uso como um dispositivo
na substituicdo Ossea € de suma importancia e especialmente ao material dopado na
proporc¢do de 5 % de galio por apresentar aproximadamente 100% de viabilidade celular.
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Resumo

A perda 6ssea € um problema de salde publica podendo ser originadas por varios fatores.
Uma das principais causas é a osteoporose doenca caracterizada pela reducdo da massa
Ossea e da deterioracdo microestrutural do tecido désseo. Diante disso, terapéuticas sao
empregadas, como, medicamento, autoenxerto, aloenxerto e xenoenxerto. No entanto, nem
sempre obtendo sucesso devido a infecgdes, incompatibilidade, dentre outros.; A
hidroxiapatita por ser um material semelhante ao 0sso humano se destaca. Além disso, pode
ter suas propriedades bioldgicas melhoradas com a incorporacao de ions metalicos na sua
estrutura. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da hidroxiapatita
incorporada com ions galio ou cério na reparacdo 0ssea, apos aplicacdo em defeitos 6sseos
nas tibias de ratas com osteoporose induzida. No estudo, foram realizados defeitos 6sseos
de 2 mm de didmetro em 72 animais. Apés 15 e 30 dias dos implantes, as amostras foram
analisadas por Micro-CT, Raman e histologicamente. As caracteriza¢cdes mostraram que 0s
animais que tiveram os defeitos preenchidos com os materiais apresentaram neoformacéo
Ossea mais expressiva do que o grupo controle negativo. Demonstrando, que a
hidroxiapatita incorporada com ions de cério ou galio possuem potencialidade na
regeneracdo 6ssea em defeitos de ratas com osteoporose.

Palavras-Chave: hidroxiapatita, osteoporose, regeneracao 6ssea, galio, cério.
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Abstract

Bone loss is a public health problem that can be caused by several factors. One of the main
causes is an osteoporous disease characterized by the reduction of bone mass and the
microstructural deterioration of the bone tissue. Therefore, the techniques are employed,
such as medicine, autograft, allograft and xenograft. However, they are not successful due
to infections, incompatibility, among other reasons. Thus, hydroxyapatite as a material
similar to human bone stands out. And, in addition, it can have its biological properties
improved with the incorporation of metallic ions in its structure. Therefore, the present
study aimed to evaluate the bone repair after application of hydroxyapatite incorporated
with gallium and cerium ions in defects in wistar rats with induced osteoporosis. In the
study, 2 mm diameter defects were performed on 72 animals. After 15 and 30 days of the
implants, the samples were characterized by Micro-CT, Raman and Histological. The
characterizations showed that the animals that had the defects filled with the materials
showed more bone neoformation than the negative control group. It shows that
hydroxyapatite incorporates the functions of cerium and gallium have potential in bone
regeneration in defects of rats with osteoporosis.

Keywords: Hydroxyapatite, osteoporosis, bone regeneration, gallium, cerium.
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1. Introducéo

Um dos fatores limitantes em cirurgias reconstrutivas € o preenchimento de defeitos
0sseos. Dentre as varias causas que podem acarretar os defeitos ou fraturas 6sseas, destaca-
se a osteoporose. A osteoporose € uma doenca osteometabdlica relacionada a idade e
caracterizada pela perda de massa 0ssea e deterioracdo microestrutural do tecido 0sseo, a
um nivel critico para fraturas. Logo, € um problema de salde publica em virtude do
aumento da populacéo idosa, acometendo principalmente as mulheres devido a menopausa,
uma vez que sofrem com a perda 6ssea adicional [1]. Acredita-se que, em média, 50% das
mulheres com idade igual ou superior a 50 anos devam sofrer fratura em decorréncia a
osteoporose ao longo da vida [2].

Diante deste quadro, vérias medidas de tratamento, medicamentosos ou néo, séo
empregadas, para dirimir tal problema. Além disso, com o auxilio da engenharia tecidual e
medicina regenerativa o uso de autoenxerto, aloenxerto e xenoenxerto tem sido proposto.
Porém, observa-se que essas técnicas apresentam alguns empecilhos para sua aplicacao,
tais como, elevado risco de infec¢des e incompatibilidade bioldgica. Devido as dificuldades
para 0 uso do autoenxerto, aloenxerto e xenoenxerto, materiais biotivos estdo recebendo
atencdo crescente [3-5].

A hidroxiapatita € um material bioativo muito usada em processo de regeneracdo
Ossea, uma vez que € similar ao constituinte inorganico do osso humano, além disso,
possuem propriedades bioldgicas satisfatorias [6-7]. A estrutura desse biomaterial permite
a substituicdo de ions de calcio por outros fons, tal como, o do galio (Ga®*) e cério (Ce*).
Isso pode, de forma desejavel, promover o melhoramento do biomaterial no tocante as suas
propriedades bioldgicas, fisico-quimicas, propriedades mecanicas e antimicrobianas [8-9].

Estudos com os ions de magnésio, estréncio e zinco revestindo materiais ceramicos
demonstraram efeitos satisfatorios em regeneracdo 0ssea nos animais com fraturas
provocadas por osteoporose [10-15]. Este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito da
hidroxiapatita incorporada com os ions galio (Ga®*) ou cério (Ce®*) na reparagdo dssea de
defeitos produzidos em ratas com osteoporose induzida por ovariectomia.

2. Parte Experimental
2.1 Aspectos éticos
O protocolo experimental para estudo foi aprovado pelo Comité de Etica de Uso
de Animais da Universidade Estadual do Piaui (CEUA/UESPI) nos termos da lei n°
11.794/2008, sob o processo de numero 0097/2017 (ANEXO).
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2.2 Animais
Utilizaram-se Rattus norvegicus linhagem Wistar, fémeas, com idade de 8
semanas, pesando 200g + 40g, oriundos do biotério da Faculdade de Ciéncias Médicas da
Universidade Estadual do Piaui (FACIME/UESPI). Durante o experimento, cada animal
foi mantido em caixas de polipropileno, sob condic¢des controladas (temperatura entre 22
a 24 °C, 40-60% de umidade, com ciclos de claro e escuro de 12/12h), com acesso ad
libitum a comida e bebida.
2.3 Biomateriais
O material hidroxiapatita incorporada com os ions galio ou cério foram obtidos
pelo Laboratdrio Interdisciplinar de Materiais Avancados da Universidade Federal do
Piaui (LIMAV-UFPI) e caracterizados pelas técnicas de DRX, XPS, FTIR, MEV-EDS,
Raman e TG. Selecionaram-se os materiais dopados a 5 % para galio ou cério devido ter
apresentado propriedades bioldgicas melhoradas conforme demonstrados nos capitulos 2
e 3. Utilizaram-se a forma de p6 para os experimentos em animais.
2.4 Grupos experimentais
Os animais foram distribuidos em 04 (quatro) grupos com 09 (nove) animais, cada
grupo, em dois tempos pds-operatorios, de 15 (quinze) e 30 (trinta) dias. O grupo Sham
(CS), onde foi simulada a ovariectomia; o grupo Controle Coagulo (CC), em ratas
ovariectomizadas, ficando o defeito preenchido por coagulo, sem nenhum tratamento;
grupo galio (OVX-HAp-Ga), em ratas ovariectomizadas, onde os defeitos criticos foram
preenchidos com hidroxiapatita incorporada com galio e o grupo do cério (OVX-HAp-Ce),
em ratas ovariectomizadas, onde os defeitos criticos foram preenchidos pela hidroxiapatita
incorporada com cério. O experimento foi realizado no Laboratério do Ndcleo de
Biotecnologia e Biodiversidade da Universidade Estadual do Piaui-UESPI.
2.5 Procedimento cirdrgico
Para realizacdo dos procedimentos cirurgicos das ovariectomias, 0s animais
receberam atropina por via cutanea, na dose de 0,04 mL/100 g, apos 20 minutos iniciou o
procedimento anestésico. Posteriormente as ratas foram anestesiadas com ketamina (50
mg) associada com xilazina (2 %) (cloridrato de xilazina 0,2 % - virbaxyl®) na proporcéo
de (2:1) 0,1 mL /100 g de peso vivo e colocadas em decubito lateral. Em cada lado, na
regido do flanco se realizou uma incisédo de 1,0 a 1,5 cm incidindo sobre a pele e tecido
celular subcutadneo. Apoés isso, foi feito a abertura da cavidade peritoneal por

divulsionamento das camadas musculares e peritdnio. Por meio de cada incisdo foi
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localizado o ovario correspondente. Assim, realizou uma ligadura na juncdo Utero-tubarica,
envolvendo toda a vasculariza¢do do ovario, e sec¢do da tuba e demais estruturas entre a
ligadura e o ovério, o qual foi removido. O corno uterino foi recolocado na cavidade
abdominal e posteriormente feita a sutura da incisdo em planos separados.

Apls 60 (sessenta) dias da ovariectomia, procedimentos cirargicos foram
realizados para producédo dos defeitos 6sseos em tibias dos animais. Utilizando uma broca
de esférica de aco n° 8, montada em um micromotor cirirgico Lb-Beltec, e irrigacdo com
soro fisioldgico, foi realizado um defeito 6sseo na porgéo lateral da tibia de cada animal,
monocortical com diametro de 2 mm e profundidade até atingir o canal medular.

Apenas os defeitos dos grupos do galio e do cério foram preenchidos com a
hidroxiapatita incorporada com galio ou com o cério, respectivamente. A pele foi suturada
com fio de nylon 4.0, agulhado. Ap6s o procedimento cirurgico, a cada seis horas, foi
realizada terapia analgésica com tramadol com dose de 0,02 mL/100 g por via
intramuscular profunda, durante as primeiras 24 horas pos-operatorias. A temperatura
ambiente foi controlada entre 21 a 26 °C.

Os animais foram mantidos no biotério da FACIME/UESPI durante os periodos
experimentais, com racdo padrdo e agua ad libittum e foram observados periodicamente
para verificar se ocorreram anormalidades comportamentais e sistémicas.

2.6 Processamento tecidual

Ao final do periodo experimental, para os dois tempos pos-operatérios, 15
(quinze) e 30 (trinta) dias para cada grupo, os animais foram eutanasiados de acordo com
os principios éticos adequados (COBEA) para a dissecacdo das amostras que foram
submetidas a analise. A eutanasia foi realizada com superdose da associa¢do anestésica de
xilazina (10 mg/kg) e ketamina (80 mg/kg) preparados na mesma seringa e administrados
por via intramuscular profunda. Apo6s periodo de laténcia, e imediatamente apds
constatacdo de parada cardiorrespiratdria, as pecas com areas de interesse foram removidas
e fixadas em solucéo de formol neutro a 10%, lavadas e descalcificadas em solugéo de
acido formico a 30%, ap6s colocadas em gas nitrogénio para posterior analise através de
Microtomografia computadorizada, espectroscopia Raman confocal e histoldgica.

2.7 Dosagem de célcio

Antes da eutanésia amostras de sangue foram coletadas das ratas wistar de forma

aleatéria em media 2 (dois) animais por grupos. A analise sanguinea dos animais foi

realizada no Laboratorio de Analises Clinicas do Hospital Universitario da Universidade
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Federal do Piaui. As amostras de sangue coletadas foram submetidas a centrifugacdo em
3500 rpm por 5 minutos e o soro foi separado para dosagem do célcio.
2.8 Analises Estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism
versdo 5.0 (GraphPad Software, La jolla, CA, EUA). Para analises dos dados utilizou-se
0 teste t de Student, expressos como medias e desvio padrdo. Para todos os testes foi
considerado um nivel de significancia de 5%.

2.9 Espectroscopia Raman Confocal

Os espectros foram obtidos usando o microscopio Senterra Confocal Raman
(Bruker) acoplado a um dispositivo de carga acoplada (CCD). O laser foi utilizado em 785
nm, excitagdo de comprimento de onda, com uma lente de 40 x para a observagdo das
amostras. O sinal Raman foi coletado por um CCD e registrado em um computador
conectado ao sistema. A poténcia absorvida pela amostra é de aproximadamente 20 mW
com duas integracfes de 10 s cada (aproximadamente 20 s por espectro). A resolugédo
espacial axial foi de 5 um e foi relatada em todos os grupos; Além disso, no grupo C, outro
ponto é coletado no osso cortical normal (B), além do ponto na regido cortical para servir
o0 controle positivo. Para eliminar a fluorescéncia dos espectros, um polindmio de quarta
ordem foi realizado para cada espectro nas regides de 900-1200 cm™ e 2700-3500 cm™.
Este procedimento foi realizado utilizando o PeakFit para caracterizar alteracbes em
componentes minerais do 0sso neoformado [16].

2.10 Andlise Histologica

Espécimes da tibia incluindo a &rea correspondente ao defeito dsseo foram fixados
em formalina tamponada neutra durante a noite, seguindo-se a descalcificagdo com EDTA
por duas semanas. ApOs a descalcificacdo, os espécimes foram submetidos a
processamento histolégico de rotina desidratados, desparafinizadas e embebidas em
parafina a 58°. Cortes de 5um foram realizados em microtomo e corados com hematoxilina
e eosina (H.E.) para exame de microscopia oOptica.

2.11 Andlise por Microtomografia Computadorizada

As areas de interesse das tibias, com os defeitos, foram escaneadas utilizando a
microtomografia computadorizada (UCT-SkyScan 1172, Bruker, USA) com o0s seguintes
parametros de aquisi¢ao, 80kV, 120umA, 14um, 0,5 mm filtro Al, 0.3° parcela de giro e 3
frames. Para a reconstrucéo dos volumes o software NRecon (UCT-SkyScan 1172, Bruker,

USA) foi utilizado com as seguintes correcOes de artefato: 2 de suavizagdo, 5 de redugéo
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de artefatos em anéis e 20% de reducdo de fendmeno de endurecimento do feixe. As
imagens reconstruidas foram reorientadas no software Dataviewer (UCT-SkyScan 1172,
Bruker, USA), para a visualizacdo em posi¢do padrdo (axial) de todos os defeitos. Para
analise dos parametros de qualidade 6ssea 0 CTAN (UCT-SkyScan 1172, Bruker, USA) foi
utilizado, a regido de interesse analisada consistiu em uma estrutura em formato de disco,
com 2 mm de didmetro e 50 cortes axiais de altura. Por meio do software CTVox (UCT-
SkyScan 1172, Bruker, USA) as imagens tridimensionais foram geradas e editadas.
3. Resultados e Discusséo
3.1 Dosagem de calcio

O parametro hematolégico esta demonstrado na Figura 1, e sera considerado como
referéncia para avaliagdo dos resultados em procedimentos experimentais que utilizarem
roedores do Laboratdrio da UESPI. A adocdo de tal medida é devido a literatura apresentar
discordancias entre os valores obtidos para os parametros hematoldgicos e bioquimicos.
Em virtude disso, é pertinente a relevancia de estabelecer valores de referéncia para cada
biotério ou laboratorio [17].

Figura 1 - Dosagem da concentracdo de calcio para as ratas wistar.
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Fomte: Autoria propria, 2018, **#=p=0_001.

Fonte: Autoria propria, 2018. ***= p<0,001.

Deste modo, foi possivel avaliar pela dosagem de célcio que as ratas Wistar
submetidas a ovariectomia apresentaram uma reduc&o significativa na quantidade de célcio
quando comparada com as ratas Wistar do controle positivo. Portanto, ratificando que o
processo de inducdo de osteoporose se procedeu de forma satisfatoria.

Sendo assim, como a maior parte do calcio do corpo humano encontra-se no tecido

0sseo € evidente que a diminui¢do na quantidade de célcio sugere uma perda de massa
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0ssea, consequentemente, alteragdo na microarquitetura 0ssea, tornando-a mais fragil o
0SS0, portanto, mais susceptivel a fraturas.

Essa tendéncia na reducéo de célcio é evidente para 0s grupos das ratas que foram
realizadas ovariectomias, quais sejam, grupo do coagulo, grupo do cério e do gélio, pois
estatisticamente apresentam diferencas significativas quando comparados com ao grupo
sham (controle positivo). No entanto, os grupos que foram submetidos a ovariectomias
ndo apresentam diferencas significativas o que mostra ser satisfatorio o resultado. Assim,
a dosagem de calcio permite inferir que a inducdo da osteoporose por ovariectomia ocorreu
de forma desejavel.

3.2 Espectroscopia Raman do tecido 6sseo

A Figura 2 apresenta o espectro de Raman do tecido 6sseo dos 04 (quatro) grupos
de tratamento (CS-controle sham; CG-controle coagulo; OV X-Hap-Ga e OVX-Hap-Ce);
0S grupos, apos a eutanasia aos 15 dias (a) e 30 dias (b). O Espectro Raman do tecido 6sseo
correspondente ao valor de 960 cm™ indicou diferengas relevantes entre os grupos. Os
espectros mostraram que 0S grupos tinham as mesmas posi¢des de pico, mas as
intensidades diferentes estatiscamente. Os grupos OV-Hap-Ga e OV X-Hap-Ce apresentam
maiores intensidade de pico e os grupos CS e CC as menores intensidades para ambos 0s
periodos de avaliacéo.

Figura 2 - Espectro do Raman 15 dias para 0s grupos controle positivo (Osso),
OVXCE15, OVXGAL15, SHAM15 e OVXCOAGI15.
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O pico de aproximadamente 960 cm™ (v1 PO4>) foi usado para obter & area integrada
pelo espectro Raman. Essa area esta estritamente vinculada a quantidade de hidroxiapatita
no 0sso neoformado, significando que o quanto maior a intensidade, maior o teor de fosfato
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[18]. Para cada grupo, a intensidade média do pico em 960 cm foi calculada. Os resultados
da espectroscopia Raman obtidos da regido cortical do 0sso nos periodos de 15 e 30 dias
apos a cirurgia serd mostrado nas Figuras 2 e 3.
Figura 3 - Espectro do Raman 30 dias para 0s grupos controle positivo (OSSO),
OVXCE30, OVXGA30, SHAM30 e OVXCOAG30.
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Diante disso, os espectros do Raman indicam que os grupos OVX-Hap-Ga e
OV X-Hap-Ce com 30 dias apresentam mineralizacdo 6ssea bem-sucedida. E que a maior
intensidade no pico 960 cm™ para o grupo mencionado pode estar associada com maior
deposicdo de calcio e maturacdo Ossea significativa. 1sso, permite apontar que a
hidroxiapatita incorporada com ion galio ou cério potencializa o processo de osteogénese
em defeitos causados por osteoporose.

A andlise estatistica dos dados do pico de fosfato (960 cm™) no 15° (décimo
quinto) dia mostrou uma area significativamente maior no grupo CS do que no CC
(p<0,05). Areas estatisticamente maiores foram observadas no grupo OVX-Hap-Ga e
OVX-Hap-Ce do que nos grupos CS e CC (p <0,05). No entanto, a area integrada néo foi
estatisticamente diferente entre os grupos OVX-HAp-Ga e OVX-HAp-Ce (p > 0,05).
Entretanto, ha diferenca estatistica na area entre o grupo OSSO em relagdo as areas dos
demais grupos. Apds o 30° (trigésimo) dia, 0s grupos apresentaram estatisticamente mesmo
0 comportamento 15° (décimo quinto). No entanto, os grupos OV X-Hap-Ga e OV X-Hap-
Ce estatisticamente ndo ha diferencas (p > 0,05). A quantidade de hidroxiapatita no 0sso

mostrou uma gradacdo clara com o aumento da area de fosfato na ordem crescente
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COAGULO > SHAM > OVX-Hap-Ga = OVX-Hap-Ce > OSSO, em ambos 0s periodos,
conforme a Figurad e 5

A andlise por espectroscopia Raman foi utilizada para avaliar o contedo mineral
do o0sso apos os defeitos 0sseos, uma vez que analise é mais especifica para identificar a
composicao quimica da hidroxiapatita [19]. Devido a isso foi possivel obter espectros de
Raman e a intensidade do pico do osso neoformado apds 15 e 30 dias e sugerir que 0s
grupos OVX+CERIO E OVX+GALIO, apresentaram formacdo Ossea estatisticamente
superior ao grupo SHAM, demonstrando que os grupos que foram aplicados os materiais
nos defeitos possuem potencialidades em regeneracdo 6ssea nas fraturas provocadas por
osteoporose. Deste modo, é possivel sugerir que esses materiais sdo promissores na
reparacdo déssea.

Figura 4 - Andlise estatistica obtida pelo Raman 15 dias para 0s grupos controle positivo
(OSS0), OVXCE15, OVXGAL15, SHAM15 e OVXCOAG15.
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Legenda: a=p<0,05 quando comparado ao grupo controle; b=p<0,05 quando comparado ao grupo SHAM;

C=p<0,05 quando comparado ao grupo OVX+CERIO; d=p<0,05 quando comparado ao grupo

OVX+GALIO;

Figura 5 - Analise estatistica obtida pelo Raman 30 dias para os grupos controle positivo
(0OSS0), OVXCE30, OVXGA30, SHAM30 e OVXCOAG30;
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Legenda: a=p<0,05 quando comparado ao grupo controle; b=p<0,05 quando comparado ao grupo SHAM;
C=p<0,05 quando comparado ao grupo OVX+CERIO; d=p<0,05 quando comparado ao grupo OVX+GALIO
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3.3 Analise Histologica

Na andlise histologica observou-se que em todos o0s grupos e etapas de
experimentacdo ocorreu neoformacdo 6ssea subperiosteal e subendosteal e consequente
preenchimento do defeito, com discretas variacGes na remodelagem e maturacéo entre 0s
grupos. Em nenhum dos grupos o tecido 0sseo neoformado apresentou padréo
organizacional secundario ou lamelar, caracteristica do 0sso maduro. Restos do material
implantado também puderam ser vistos nos grupos galio ou cério.

A analise dos grupos com 15 dias do pds-operatorio verificou-se no grupo CS que
na maioria dos espécimes, neoformacao dssea de aspecto trabecular preenchendo o defeito
0sseo, com uma matriz de aspecto primario ou entrelacado contendo osteoblastos e
ostedcitos aprisionados, distribuidos aleatoriamente (Figura 6A).

No grupo CC a maioria dos espécimes apresentaram neoformacdo 6ssea com
aspecto em geral muito imaturo, com deposicdo em trabéculas delgadas e irregulares de
material ostedide ndo mineralizado (Figura 6B).

Os defeitos 6sseos de todas os espécimes do grupo OVX-HAp-Ga, mostraram
neoformacdo 0Ossea intensa. O tecido 6sseo neoformado apresentou trabeculado imaturo,
com numerosos osteoblastos e ostedcitos, demonstrando melhor neoformacéo do tecido
0sseo com apenas 15 dias quando comparado com os controles, conforme Figura 6C.

Os espécimes do grupo OVX-HAp-Ce exibiram neoformacdo dssea, também
intensa, e de aspecto trabecular, com osteoblastos e ostedcitos se distribuindo de forma
mais espacada de que no grupo galio (Figura 6D).

Segundo o trabalho de Adrielle et al (2018), que consistiu em avaliar a reparacao
Ossea ap6s a aplicacdo em ratos de um scaffold membrana de norbixina estimulado por
laser, demonstrou pela histologia as células de neoformacéo 6ssea para o grupo preenchido
com o material de forma mais organizada e aspecto lamelar. No entanto, para 0 grupo nao
preenchido com o material foi observado comportamento de grande quantidade de
infiltrado inflamatorio e menor formacéo 0ssea, no periodo de 15 dias apos a aplicacdo do
material [20].

Soma-se ao mencionado no paragrafo, o estudo de Li et al (2017), que teve como
objetivo avaliar a reparacdo 0ssea em ratas com osteoporose induzidas ap6s aplicacdo do
fosfato de calcio incorporado com litio. Assim, a histologia revelou que os animais em que
foram aplicados o material teve neoformacéo 0ssea. Entretanto, os animais sem o material

tiveram neoformac&o 6ssea menos expressivas apresentado tecido conjuntivo fibroso, apds
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0 periodo de 30 dias [21]. Deste modo, a literatura corrobora com o resultado obtido no
presente estudo.
Figura 6 - Em todos os grupos a neoformacdo dssea trabecular (*) foi de aspecto
imaturo, com ndmero variavel de osteoblastos e ostedcitos (setas). A: Grupo CS. B.
Grupo CC. C. Grupo OVX-HAp-Ga. D. Grupo OVX-HAp-Ce. H.E., 10x.

O grupo CS, aos 30 dias do pds-operatério, apresentou neoformacgdo dssea
compacta mais ainda ndo modelada, com aspecto primario, com ostedcitos e osteoblastos
pouco abundantes e espacados, ocupando quase todo o espaco da area do defeito na maioria
dos espécimes (Figura 7A).

A neoformacdo 6ssea apresenta-se compacta, porém mais delgada no grupo CC
que nos demais grupos, e ainda com matriz de aspecto imaturo e trabeculado, com raros
osteoblastos, preenchendo todo o defeito 0sseo. Resultado esperado por ter ocorrido a
ovariectomia sem preenchimento com nenhum biomaterial, conforme Figura 7B.

Quando se analisou o0 grupo OV X-Hap-Ga se verificou, em toda a area do defeito,
tecido dsseo formado mais compacto embora ndo totalmente organizado, mantendo um
aspecto lamelar (Figura 7C).

Todos os espécimes do grupo OVX-HAp-Ce apresentaram neoformagdo 0ssea,
com areas predominantemente compactas e matriz pouco organizada ou lamelar contendo
osteoblastos relativamente escassos, ocupando toda a area do defeito (Figura 7D).

Em conformidade com o trabalho de Wen et al (2015), que observou a
regeneracdo Ossea em ratas apds a influéncia do farmaco sinvastatina incorporado na
hidroxiapatita-titdnio. No tocante a histologia foi verificada que os grupos que foram
aplicados o composito teve neoformacédo dssea expressiva. Entretanto, para o grupo onde

ndo foi aplicado o material contendo o farmaco teve presenca de poucas células
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caracteristicas da neoformacdo 6ssea, no periodo de 30 dias apds aplicacdo do material.
[22]. Desta forma, a literatura corrobora com os resultados obtidos no presente estudo.

Outro estudo que corrobora com os resultados € o de Zhou et al (2016) avaliou a
reparacdo Ossea ap0s o0 implante em ratas dos materiais de hidroxiapatita-titanio
incorporada com zinco, magnésio e estroncio. Referente a histologia o grupo que foi
aplicado os materiais apresentaram neoformacdo dssea mais evidentes quando comparado
aos grupos que ndo foram usados os materiais, no periodo de 90 dias [23]. Isso, vem de
forma a dar eficacia que os materiais incorporados com ions metalicos possuem
propriedades osteogénicas na reparagdo 0ssea.

Portanto, o efeito de osteogénese na formacdo Ossea que contém 0s materiais
incorporados por metais na sua estrutura como o estréncio e litio. Deve-se a capacidade
que os ions metalicos tém de regular a recepcéo e deteccdo do célcio de forma a induzir a
osteogénese pelas células osteoblasticas [24-25].

Figura 7 - Em todos os grupos a neoformacéo dssea compacta (*) e de aspecto primario

ou lamelar, menos acentuada no grupo CC. A: Grupo CS. Presenca de numerosos 0steons
com centro basofilico. B. Grupo CC. C. Grupo OVX-HAp-Ga. D. Grupo OVX-HAp-Ce.
H.E., 10x.

3.4 Analise por Microtomografia

A analise por microtomografia, aos 15 dias do pds-operatdrio, esta representada
na figura 8, na qual se observa a reconstrucéo dos cortes onde o grupo CC que ainda possui
pouco 0sso neoformado disposto de forma concéntrica da periferia para o centro do defeito.
Existem areas com caracteristicas de reabsorcdo 0ssea, quando comparada ao grupo CS,
onde o trabeculado 0sseo permeia o defeito na tentativa de reparacdo do mesmo. As
imagens do grupo OVX-HAp-Ga apresentaram uma reparagdo Ossea atipica, com
trabeculado 6sseo mais denso ou iniciando maturacao, se estendendo para o centro do
defeito. Observa-se restos de material no centro do defeito. O grupo OVX-HAp-Ce se

comportou de forma similar ao grupo OVX-HAp-Ga com deposi¢do de tecido 6sseo de
104



forma concéntrica e mais denso que os grupos CC e CS, também apresentou restos de
material no defeito.

O resultado de Micro-CT obtido no presente trabalho esta em acordo com o
trabalho Xian et al (2016) que teve como objetivo avaliar o efeito na reparacéo 6ssea de
defeitos em ratas, apds a aplicacdo de hidroxiapatita modificada com osteoprotogerina.
Deste modo, as imagens de Micro-CT revelaram claramente as diferencas entre os animais,
mostrando neoformacdo 6Ossea evidente quando comparado com os animais do controle,
apos o periodo de 30 dias dos implantes [26]. Isso, de forma excelente corrobora o resultado
revelado pelo presente estudo.

A percentagem da razdo BV/TV revela que estatisticamente ndo teve diferencgas
relacionadas ao volume de tecido 6sseo neoformado entre os gupos CS, OVX-HAp-Ga e
OVX-HAp-Ce. No entanto, quando comparado ao grupo CC todos os demais séo
superiores estatisticamente (Figura 9). Isso se adequa ao objetivo do trabalho uma vez que
0 gurpo CC foi realizado a ovariectomia e os defeitos ndo receberam os materiais o que fez
ter uma menor quantidade de 0sso neoformado.

Figura 8 - Micro-CT com imagens representativas da neoformacéo 6ssea, aos 15 dias do
pos-operatdrio dos grupos CC, OVX-HAp-Ga e OVX-HAp-Ce e CS. Reconstrugdes

axiais.

Grupo CC Grupo OVX-HAp-Ga Grupo OVX-HAp-Ce Grupo CS

15 dias
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Figura 9 - A andlise estatisticas do volume de tecido 6sseo neoformado apos 15 dias dos
implantes (BV/TV).
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Na reconstrucdo das imagens aos 30 dias do pds-operatério, o grupo CC ainda
apresenta pouca deposicdo de tecido désseo quando comparado aos demais grupos,
conforme a Figura 10, isto se justifica pela ocorréncia de reabsorcdo Gssea causada pela
ovariectomia dos animais deste grupo. Na andlise do grupo OV X-Hap-Ga apresentou um
volume de tecido 6sseo ocupando quase todo o defeito, quando comparado com o grupo
CS. O grupo OV X-Hap-Ce se apresentou de forma muito semelhante ao grupo OV X-Hap-
Ga também com formacao de tecido 6sseo em quase todo o defeito. As reconstrucdes axiais
apresentam, no grupo CS, um trabeculado 6sseo sem muita densidade e em menor
quantidade que os grupos OV X-Hap-Ga e OV X-Hap-Ce.

De acordo com trabalho de Zhou et al (2015), que observou a administragao de
um hormonio paratireoide juntamente com implantes de hidroxiapatita-titanio-estréncio
em defeitos de ratas com osteoporose induzida. As imagens de Micro-CT revelaram
claramente a neoformacdo dssea para 0s animais com o biomaterial do que para o grupo
controle [27]. Isso corrobora com o presente estudo.

A relacdo entre a razdo BV/TV demonstrou por meio de analise estatistica que no
tempo de 30 dias os grupos CS, OVX-HAp-Ga, OVX-Hap-Ce sdo estatisticamente
superiores ao grupo CC no tocante a neoformacdo dssea. O volume de tecido 6sseo
neoformado € maior quando comparado os grupos OVX-HAp-Ga, OVX-HAp-Ce com o
grupo CS. No entanto, entre os grupos OVX-HAp-Ga e OVX-HAp-Ce néo teve diferenca
estatistica. Isso, revela que os animas que receberam 0s materiais apresentam efeito
estatisticamente superiores quando comparado aos demais grupos. O que possibilita sugerir
a aceleracdo da reparacdo 0ssea em implantes com a hidroxiapatita incorporada com ios

metalicoscério ou galio (Figura 11).
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30 dias

Figura 10 - Micro-CT com imagens representativas da neoformacao 6ssea, aos 30 dias
do do p6s-operatdrio dos grupos CC, OVX-HAp-Ga, OVX-HAp-Ce e CS. Reconstrucdes

axiais.

Grupo CC Grupo OVX-HAp-Ga Grupo OVX-HAp-Ce Grupo CS

Figura 11 - A analise estatisticas do volume de tecido 6sseo neoformado apds 30 dias
dos implantes (BV/TV).
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Portanto, somado as técnicas de caracterizacdes para avaliar o efeito do material
na formacao Ossea de defeitos em ratas usadas neste trabalho, quais sejam, Raman, Micro-
CT e histologico é possivel afirmar que a hidroxiapatita incorporadas com os ions galio ou
cério, possuem efeito eficaz para neoformacdo Ossea de defeitos em ratas com
osteoporose.Vale ressaltar, que raros trabalhos faz o uso de ions metalicos na matriz de um
material para avaliar o efeito no processo de reparacdo Gssea em ratas com osteoporose
induzida. Isso, mostra a relevancia do presente estudo uma vez que pode ser usado para

qualquer reparacao éssea.
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4. Concluséo

Dentro dos limites desse estudo, conclui-se que a aplicagdo dos materiais HAp-Ce
e HAp-Ga pode acelerar a regeneracdo dssea de forma que os ions metélicos incorporados
na matriz da hidroxiapatita potencializa a neoformacao 6ssea. Assim, os resultados das
caracterizacdes por Raman e histologico, mostraram a formacao de novos tecidos 0sseos.
Para os resultados da micro-CT, tem-se que estatisticamente, ambos os materiais ndo
possuem diferencas significativas na reparacdo dos defeitos produzidos nos animais.
Portanto, os materiais estudados para preenchimentos 0sseo, demostraram-se com
caracteristicas promissoras para aplicacbes em doencas ortopédicas com reducdo de
volume 6sseo ou nas areas da engenharia tecidual dssea.
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Considerac0es Finais

O presente tabalho se preocupou com um dos problemas que mais afeta populacéo
idosa no tocante a sua salde, que é osteoporose. Essa doenca é caracterizada pela perda
0ssea e consequentemente pela fragilidade do 0sso 0 que pode causar até fraturas. Assim,
as buscas na literatura, tais quais, depdsitos de patentes, sinteses dos materiais,
caracterizacdes e testes in vitro e in vivo, para avaliar o efetio dos materiais na reparacao
Ossea em defeitos de ratas com osteoporose induzida, reforcaram que é necessario mais
estudo para melhores elucidacBes nos casos de reparacdo/regeneracao 0ssea.

E sabido que a hidroxiapatita ¢ amplamente utilizada em aplicagdes na area da
regeneracdo tecidual e biomédica na forma de revestimentos sobre implantes metélicos,
matéria para producdo de enxertos do tecido nervoso e 0sseo, agentes de liberacdo de
farmaco, protecdo de feridas, substratos para cultura celular, imobilizacdo enzimatica,
revestimentos de préteses ou enxertos 0sseos, devido a sua excelente biocompatibilidade,
propriedade de osteoconducdo e similaridade com o componente inorganico do 0sso
natural, o que foi constatado nesse estudo. Ressata, que o trabalho ainda permite mais
exploracdo uma vez que existe outras possibilidades de aplicar os materiais associados a
polimeros naturuais nas formas de hidrogéis, scaffolds, compésitos, entre outros.

Portanto, o objetivo do presente estudo foi obido pois a neoformacdo dssea dos
animais que receberam os materiais mostrou mais acelerada quando comparada aos demais
e, iss0, permite sugerir que os materiais sdo considerados promissores na regeneracao

Ossea.
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