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Resumo 

Vários são os materiais utilizados para os defeitos ósseos, a hidroxiapatita (HAp) por ser 

um material com propriedades similares ao tecido ósseo tem destaque, porém, tal aplicação 

pode ser ainda melhorada com a incorporação de íons metálicos. Assim, o presente estudo 

teve como escopo a síntese da hidroxiapatita e dopada com metais em diferentes 

proporções pelo método de precipitação. A eficácia da síntese foi verificada por Difração 

de raios X (DRX), Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios X (XPS), análise 

térmica (TG), Microscopia eletrônica de varredura acoplado a energia dispersiva (MEV-

EDS) e Espectroscopia no infravermelho por transformada de Fourier (FTIR). A avalição 

da atividade bacteriana foi realizada pelo teste de contato direto, revelando efeitos 

favoráveis na inibição bacteriana para a hidroxiapatita incorporada com cério ou gálio 

quando comparada com a HAp. A citotoxicidade foi avaliada pelo ensaio colorimétrico do 

brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol)-2,5-difeniltetrazólico)] e todos os materiais apresentaram 

viabilidade celular. No teste in vivo nas ratas os materiais com cério ou gálio apresentaram 

pela Microtomografia computadorizada (Micro-CT) resultados estatisticamente superiores 

na neoformação óssea quando comparado com os animais que não receberam os materiais. 

Portanto, tais resultados obtidos, permitem inferir que as sínteses dos materiais ocorreram 

com sucesso e que os materiais dopados pelos íons metálicos podem ser promissores na 

engenharia de tecido ósseo.  

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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APRESENTAÇÃO 

Um problema de saúde que afeta a sociedade é a perda óssea, porém, já despertou 

o 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 osso humano, mas, por si só 

apresenta limitações na inibição da proliferação microbiológica reduzindo o sucesso do 

material bem como a vida útil [1-2]. 

Nesse contexto, devido à limitação da hidroxiapatita frente a proliferação de 

microbiológica, faz-se necessário à procura de novos agentes que possam ser empregados 

para garantir o sucesso dos materiais nos implantes ortopédicos pós-operatórios. Uma das 

alternativas é o uso de antibióticos para amenizar a proliferação dos microrganismos, no 

entanto, a capacidade de resistência dos microrganismos, assim como, a alta dosagem por 

via oral ou injeção utilizada torna a proposta mitigada para resolver tal situação [3]. 

Outra alternativa para amenizar as infecções pós-operatória são as intervenções 

cirúrgicas, onde é removido a parte óssea infeccionada pela atuação dos microrganismos 

com a finalidade de não ocorrer a infecção crônica. No entanto, esse procedimento 

possibilita a iniciação de uma nova infecção pós-operatória levando assim a um resultado 

desfavorável [4]. 

Diante disso, a literatura expõe em trabalhos que modificações da hidroxiapaitita 

com outros materiais seja pela incorporação de metais e/ou uso de biopolímeros naturais 

que possuam a potencialidade de inibir o crescimento de organismos patogênicos no 

biomaterial possa ser a via susceptível de resultado favorável nos implantes ósseos pós-

operatóiros possibilitando uma maior vida útil para o material e consequentemente sucesso 

nos implantes ortopédicos [5-9]. 

Assim, o presente trabalho foi dividido em 4 capítulos sendo que o Capítulo 1 

apresenta uma revisão da literatura com a hidroxiapatita e sua aplicação em regeneração 

óssea em fraturas provocadas por osteoporose. No Capítulo 2 será apresentado um artigo 

científico, mostrando a síntese da hidroxiapatita dopada em diferentes concentrações de 

cério, obtida por meio de precipitação, caracterizada por DRX, FTIR, TG, MEV-EDS, XPS 

e avaliação da inibição de cepas bacterianas Staphylococcus aureus e Escherichia coli e 

teste de citotoxicidade. No Capítulo 3, o artigo científico descreve a síntese da 

hidroxiapatita incorporada com diferentes concentrações de gálio, obtida por meio de 
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coprecipitação, caracterizada por DRX, FTIR, TG, MEV-EDS, Raman e avaliação da 

inibição de cepas bacterianas Staphylococcus aureus e Escherichia coli e teste de 

citotoxicidade. No capítulo 4 é demonstrado um trabalho na qual foi avaliado o efeito na 

reparação óssea em defeitos de ratas com osteoporose induzida após o implante de 

hidroxiapatita incorporada com cério ou gálio. 
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Resumo 

A osteoporose é uma doença esquelética sistêmica e progressiva caracterizada pela 

fragilidade óssea devido à deterioração da microarquitetura do tecido ósseo e da redução 

da massa óssea. Ressalta-se que essa doença é uma condição mais comum nas mulheres 

(70%), no período pós-menopausa, em virtude do comprometimento da função ovariana 

associado a deficiência de hormônios. Diante disso, medidas para prevenção e tratamento 

da osteoporose são tomadas, para alívio dos sintomas e redução do risco de fraturas, dentre 

estas, suprimento de cálcio por meio de terapias farmacológicas. Entretanto, há poucas 

discussões acerca de abordagens relativas à regeneração óssea em condições de 

osteoporose. Portanto, o presente trabalho consiste em um levantamento de artigos e 

patentes, sem e com restrição de tempo (2008 a 2017), com objetivo de agrupar 

informações sobre a hidroxiapatita aplicada em reparo ósseo devido à osteoporose. Assim, 

os 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 fármacos empregados no tratamento da 

osteoporose para melhorar a osteogênese devido fraturas oriundas da osteoporose, porém, 

esses estudos são recentes necessitando de mais exploração, revelando a importância do 

estudo nesse campo. 

Palavras-Chave: fosfato de cálcio, engenharia tecidual, osteogênese. 
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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. Introdução 

Há uma tendência mundial do crescimento da população com 60 anos ou mais. 

Porém, a longevidade pode não estar associada a um envelhecimento saudável [1], uma 

vez que estão mais vulneráveis à osteoporose, doença caracterizada pela redução da massa 

óssea e deterioração na microarquitetura do tecido ósseo [2]. 

Em virtude dessa patologia, a fragilidade óssea 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 indivíduo afetado.  

Os efeitos dessa enfermidade são mais prevalentes nas mulheres, na pós-

menopausa, em razão da função ovariana, que é notavelmente modificada pelo 

envelhecimento dos ovários e danos reprodutivos. Esses comportamentos estão associados 

à deficiência do hormônio estrogênio, e não há uma causa genética ou mecânica [3]. A 

osteoporose pode ser classificada em dois tipos: osteoporose tipo I, sendo a mais comum 

em mulheres e associada com a deficiência de estrogênio, e osteoporose tipo II, proveniente 

do envelhecimento e tendo como principal fator de influência a redução na dieta de cálcio 

e vitamina D [4,5]. 

Nesse contexto, medidas de prevenção são realizadas para suprir a deficiência de 

cálcio, dentre elas, o uso de terapia de reposição hormonal, [6-8], uso de drogas 

antiabsortivas, bem como, compostos derivados de plantas por ter estrutura similar ao 

estrogênio [9], suplementos naturais que contêm cálcio e sintéticos [10-12].  

Verifica-se que, embora a literatura tenha dado bastante atenção a abordagens 

preventivas como o suprimento da deficiência de cálcio por novas terapias farmacológicas 

e físicas, menos discussões têm sido direcionadas ao estudo de regeneração óssea em 

condições de osteoporose [13-15]. 

 Nesse contexto, a hidroxiapatita é uma biocerâmica muito usada em processo de 

reparação óssea por ser a principal constituinte da parte inorgânica do osso humano, além 

disso, apresenta propriedades biológicas favoráveis como biocompatibilidade [16-17].  

Esse biomaterial pode ser modificado com incorporação de íons metálicos e 

consequentemente acarretar melhoramento de suas propriedades biológicas, físico-

químicas, propriedades mecânicas e antimicrobianas [18-20].  

Os modelos animais desempenham um papel fundamental para a pesquisa 

relacionada ao tecido ósseo, e especialmente na avalição das características biológicas, 

dentre outras, no metabolismo envolvido no processo de regeneração óssea, [21-23] em 
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condições fisiológicas e patológicas, além disso, a ovariectomia é o modelo mais utilizado 

para estudo da fisiopatologia, diagnóstico e terapia de osteoporose [24-25].  

Portanto, este trabalho teve por objetivo apresentar uma busca de artigos e patente, 

de modo a reunir informações sobre hidroxiapatita com aplicação em regeneração óssea 

tendo como causa determinante da fratura a fragilidade óssea devido à osteoporose. 

2. Metodologia  

Este trabalho foi realizado com buscas realizadas em bases de artigos científicos e 

patentes. Foram pesquisados artigos nas bases Scopus, Web of Science e Scielo. As 

competências tecnológicas foram pesquisadas nos seguintes bancos de patentes: Espacenet 

(Escritório Europeu), United States Patentand Trademark Office (USPTO, Escritório 

Norte-americano) e o Instituto Nacional de Propriedade Industrial (INPI) do Brasil. As 

palavras-chave utilizadas foram: hydroxyapatite, osteoporosis, “bone tissue engineering” 

e “bone regeneration”, as quais também foram combinadas utilizando aspas e o conector 

aditivo AND. Todas as buscas foram realizadas com os termos em língua inglesa, exceto 

para a base INPI, onde as buscas foram realizadas em português. As pesquisas foram 

realizadas no mês de fevereiro de 2018 e estiveram baseadas em informações contidas nos 

campos resumo, palavras-chave e títulos.  

As pesquisas, de artigos, foram realizadas de duas formas: sem restrição de tempo 

e com restrição de tempo de 2008 a 2017 e já para patentes apenas sem restrição de tempo. 

3. Resultados e Discussão 

3.1 Pesquisa de artigos nas bases de dados Scopus, Web of Science e Scielo 

A investigação das palavras-chave selecionadas nos bancos de dados Scopus, Web 

of Science e Scielo resultou na elaboração das Tabelas 1, 2 e 3. É notório que há um grande 

número 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, são observados que estes resultados diminuem drasticamente.  

Portanto, nas Tabelas 1, 2 e 3 ao comparar-se os tempos de publicação dos artigos, 

dos dados sem limitação de tempo com os dados restritos ao interstício de 2008 a 2017, foi 

observado que há um registro mais significativo de artigos neste intervalo, o que indica que 

os estudos relacionados ao material pesquisado têm adquirido maior atenção nesta última 

década.  Ao se utilizar a combinação das palavras: hydroxyapatite AND osteoporosis AND 

“bone regeneration” e 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 combinação, respectivamente, nas bases Scopus e Web of Science e 10 e 14 artigos 
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para a segunda combinação, respectivamente. Apenas um artigo foi localizado na base 

Scielo para as combinações supramencionadas, no entanto, não aborda a finalidade do 

trabalho, pois trata-se de síntese e caracterização de materiais.  

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

Palavras-chave 

Publicações 

(todos os anos-

2017) 

Publicações 

(2008-2017) 

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 

“bone regeneration” 
80 65 

Hydroxyapatite AND osteoporosis AND 

“bone tissue engineering” 
10 10 

Fonte: Autoria própria, 2018. 

Tabela 2 - Quantidade de publicações encontradas no banco de dados Web of Science. 

Palavras-chave 

Publicações 

(todos os anos-

2017) 

Publicações 

(2008-2017) 

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 

“bone regeneration” 
52 48 

Hydroxyapatite AND osteoporosis AND 

“bone tissue engineering” 
15 14 

Fonte: Autoria própria, 2018. 
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Tabela 3 - Quantidade de publicações encontradas no banco de dados Scielo. 

Palavras-chave 
Publicações (todos os 

anos até 2017) 

Publicações (2008-

2017) 

Hydroxyapatite 399 260 

Osteoporosis 1296 915 

“Bone tissue engineering” 73 73 

“Bone regeneration” 275 275 

Hydroxyapatite AND osteoporosis 5 5 

Hydroxyapatite and osteoporosis 

and “bone regeneration” 
1 1 

Hydroxyapatite AND osteoporosis 

and “bone tissue engineering” 
0 0 

Fonte: Autoria própria, 2018. 

Assim, ao verificar a combinação 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, Coréia do Sul. Este artigo aborda o uso da engenharia de tecido 

ósseo autógeno e transfecção de genes da proteína-2 morfogenética do osso humano, de 

modo, a melhorar o processo de regeneração óssea em ratas ovariectomizadas [26]. 

Entretanto, esta pesquisa não se refere à utilização 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 regeneração óssea. A Figura 1 apresenta a quantidade de artigos do material aplicado na 

forma de hidroxiapatita pura, dopada ou como compósito para regeneração óssea de 

fraturas oriundas de osteoporose.  

Extrai-se da Figura que há 4 trabalhos envolvendo a hidroxiapatita pura, mostrando 

que sua aplicação é reduzida. Já com a hidroxiapatita dopada, 12 trabalhos foram 

encontrados revelando que tal uso tem ganhado espaço, assim como, na forma de 

compósito, pois 14 estudos demonstram que há uma tendência no uso desse material no 

processo de regeneração óssea de fraturas oriundas de osteoporose. Embora, existam esses 

trabalhos com a hidroxiapatita pura, dopada e como compósito, o campo de estudo ainda 

https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-49749090064&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=+hydroxyapatite+AND+osteoporosis+AND+%22bone+tissue+engineering%22&nlo=&nlr=&nls=&sid=dbb7ede4ce16e7d0940865b8cf4c8a20&sot=b&sdt=cl&cluster=scosubtype%2c%22ar%22%2ct&sl=115&s=TITLE-ABS-KEY%28+hydroxyapatite+AND+osteoporosis+AND+%22bone+tissue+engineering%22%29+AND+PUBYEAR+%3e+2006+AND+PUBYEAR+%3c+2018&relpos=9&citeCnt=45&searchTerm=
https://www.scopus.com/record/display.uri?eid=2-s2.0-49749090064&origin=resultslist&sort=plf-f&src=s&st1=+hydroxyapatite+AND+osteoporosis+AND+%22bone+tissue+engineering%22&nlo=&nlr=&nls=&sid=dbb7ede4ce16e7d0940865b8cf4c8a20&sot=b&sdt=cl&cluster=scosubtype%2c%22ar%22%2ct&sl=115&s=TITLE-ABS-KEY%28+hydroxyapatite+AND+osteoporosis+AND+%22bone+tissue+engineering%22%29+AND+PUBYEAR+%3e+2006+AND+PUBYEAR+%3c+2018&relpos=9&citeCnt=45&searchTerm=
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permite exploração uma vez que é possível incorporar metais e/ou substâncias ainda não 

estudadas, que possam auxiliar no processo de osteogênese de fraturas oriundas da 

osteoporose.  

Figura 1- Representação da quantidade de artigos encontrados sobre a delimitação do 

tema. 

 

                             Fonte: Autoria própria, 2018. 

 

Ao analisar os artigos da Figura 1, o trabalho mais recente é o de Alghamdi e 

colaboradores (2013), que consiste na produção de um filme de fosfato de cálcio pela 

técnica radiofrequência de magnetron-sputter para revestir implantes dentários. Tal 

material foi aplicado em côndilos femorais de ratas com osteoporose, mostrando, 

resultados promissores na osseointegração [27]. 

Já para a hidroxiapatita dopada com metais o trabalho mais atual é o realizado por 

Li e colaboradores (2017), que trata da incorporação de lítio em fosfato de cálcio, e como 

este procedimento teve resultados favoráveis no processo de osteogênese na regeneração 

óssea de defeitos críticos nas ratas com osteoporose [28]. Outro estudo que merece 

destaque é o apresentado por Tao e colaboradores (2016), em que os autores incorporaram 
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o íon estrôncio por deposição eletroquímica na hidroxiapatita, realizaram implantes em 

ratas com osteoporose, obtendo resultados excelentes de regeneração óssea[29]. 

No tocante a estudos envolvendo compósitos à base de hidroxiapatita o trabalho 

mais recente é o de Kettenberger e colaboradores (2017). Nesse estudo, foi sintetizado um 

compósito a partir de ácido hialurônico e nano-hidroxiapatita incorporada com zoledronato 

e aplicado na regeneração óssea de ratas com osteoporose, tendo como resultado um 

material promissor e versátil para a osseointegração. [30]. 

Ao avaliar os 30 artigos obtidos da combinação de palavras-chave hydroxyapatite 

AND osteoporosis AND “bone regeneration” que abordam regeneração óssea, 12 artigos 

apresentam informações relevantes, tais como os métodos de síntese, o tipo de material e 

potencial aplicação mostrando a viabilidade que estes materiais têm apresentado para 

regeneração óssea oriundas de fraturas devido a osteoporose. A Tabela 4 apresenta 9 

artigos, mostrantando os materiais, métodos de síntese e aplicações e os 3 restantes já foram 

mencionados. 

Ressalta que 18 artigos não abordavam a regeneração óssea em fraturas causadas 

por osteoporose. Pois, tinham como finalidade a liberação de fármacos para tratamento da 

osteoporose, outros enxertos autógenos para regeneração óssea, e os restantes, embora 

usando hidroxiapatita dopada ou na forma de compósito para regeneração óssea é “in vitro” 

ou não estão direcionando a fraturas provocadas por osteoporose 

Além destes trabalhos listados descritos na Tabela 4, há um significativo número 

de trabalhos na literatura que envidam esforços no sentido de sintetizar hidroxiapatita e 

incorporar metais e/ou outras substâncias, como, polímeros formando compósitos, de 

modo, a obter várias propriedades biológicas o que possibilita sua aplicação na área da 

saúde humana e em especial na regeneração óssea. Isto se deve à estrutura química da 

hidroxiapatita que permite a acomodação de ampla variedade de substituintes catiônicos e 

aniônicos [31]. 

De acordo com a Tabela 4, os trabalhos relacionados à preparação de hidroxiapatita 

dopada com estrôncio, magnésio e zinco envolvem aplicações na regeneração óssea de 

animais osteoporóticos ou em revestimento de implantes principalmente de titânio por 

melhorar a osseointegração de animas com osteoporose. Vale destacar, a relevância dos 

íons dopantes, que são empregados por atuarem ou auxiliarem em alguma etapa do 

metabolismo ósseo ou mesmo devido a melhorias em suas propriedades antibacterianas. 

 

  .
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Tabela 4 - Relação dos materiais sintetizados nos artigos e suas aplicações. 

 

Material 
Método de síntese Aplicação 

 

Caracterizações 

para confirmar 

a formação do 

osso 

 

Início da 

neoformação 

óssea  

Referência 

Hidroxiapatita incorporadas com 

estrôncio  

precipitação por 

via úmida  

Regeneração 

óssea em defeitos 

ósseos de ratas 

com osteoporose 

 

Histológico e 

Microtomograifa 

computadorizada 

 

A partir de 8 

semanas 

 [33] 

Nanohidroxiapatita /colágeno/ 

poliácido láctico contendo 

estrogênio 

Adquiridas 

comercialmente-

Esterilização e 

lavagem  

Regeneração 

óssea de células-

tronco 

periodontal de 

ratas com 

osteoporose 

 

 

Histológico 

 

 

A partir de 6 

semanas 

 

 [34] 

 

Nanohidroxiapatita com e sem 

colágeno 
Sol-gel 

Regeneração 

óssea em defeitos 

ósseos de cabras 

com osteoporose 

Histológico 

 e 

Microscopia de 

Transmissão 

eletrônica  

 

A partir de 6 

semanas 

 [35] 

Hidroxiapatita substituída com 

Mg, Sr e Zn, revestindo o titânio  

Co-precipitação e 

deposição 

eletroquímica  

Revestimento de 

implantes para 

regeneração 

óssea  em defeitos 

ósseos de ratas 

com osteoporose 

 

Histológico e 

Microtomograifa 

computadorizada 

 

A partir de 

12 semanas 

 [36] 

Hidroxiapatita dopada com 

estrôncio e administração de 

hormônio humano paratireoide 

Co-precipitação 

Regeneração 

óssea em defeitos 

ósseos de ratas 

com osteoporose  

 

Histológico e 

Microtomograifa 

computadorizada 

 

A partir de 

12 semanas 

 [37] 
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Simvastatina/Hidroxiapatita   
Deposição 

eletroquímica  

Revestimento de 

implantes para 

regeneração 

óssea em defeitos 

ósseos de ratas 

osteoporótica 

Histológico 
A partir de 4 

semanas 
 [38] 

Compósito de 

hidroxiapatita/peptídeo p-15  

Adquirido 

comercialmente 

 

Regeneração 

óssea em defeitos 

ósseos de ratas 

com osteoporose 

Histológico e 

Microtomograifa 

computadorizada 

 

A partir de 4 

semanas 

 [39] 

Hidroxiapatita dopada com 

magnésio e titânio 
Co-precipitação 

Regeneração 

óssea em defeitos 

ósseos de ratas  

com osteoporose 

Histológico e 

Microtomograifa 

computadorizada 

A partir de 

12 semanas 
 [40] 

Scaffolds de hidroxiapatita 

contendo gene osteoprotegina em 

BMSCs 

Adquirido 

comercialmente e 

esterilizadas   

Regeneração 

óssea em defeitos 

ósseos de ratas 

com osteoporose 

Histológico e 

Microtomograifa 

computadorizada 

 

A partir de 4 

semanas 

[41] 

Fonte: Autoria própria, 2018 
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Por outro lado, na Tabela 4, constatam-se estudos envolvendo a hidroxiapatita na forma 

de compósitos aplicados na regeneração óssea em fraturas de animais osteoporóticos ou em 

revestimentos de implantes para melhorar a osseointegração nos defeitos realizados em animais 

osteoporóticos. Ressalta-se, que nos trabalhos listados na Tabela 4 que envolvem a formação 

de compósitos ou scaffolds de hidroxiapatita, os materiais são obtidos pela adição à 

hidroxiapatita de substâncias como ácido polilático, quitosana, colágeno, hormônios e 

fármacos, além de células-tronco, de modo, a constituir um compósito ou scaffolds, objetivando 

o melhoramento do processo de osseointegração em fraturas de animais osteoporóticos.   

Deste modo, as substâncias que constituem o compósito atuam no metabolismo do osso 

na reabsorção e/ou neoformação óssea. Segundo Canettieri e colaboradores (2009), cujo estudo 

realiza a formação do compósito de aledronato de sódio e hidroxiapatita, a finalidade de usar o 

fármaco é devido ser empregado no tratamento da osteoporose, logo, juntamente com a 

hidroxiapatita melhora o processo de regeneração óssea em fraturas oriundas da osteoporose 

[32]. 

Portanto, com os resultados obtidos é possível verificar nos trabalhos relatados que o 

processo de regeneração óssea em fraturas provocadas por osteoporose aplicando como 

biomaterial a hidroxiapatita dopada ou na forma de compósito ou scaffolds, demonstraram 

resultados excelentes na neoformação de osso de animais com osteoporose. Isso, foi ratificado 

pelas caracterizações histológicas e microtomografias computadorizada que possibilitam inferir 

tal afirmação, sendo que, essas técnicas foram as mais usadas para permitir a sugestão de 

formação de osso novo. 

Vale destacar, que nesses resultados obtidos referente a formação do osso em animais 

com osteoporose levou um período mínimo de 4 semanas para início da neoformação óssea. 

Isso é variável uma vez que depende do tipo de material aplicado, do tamanho do defeito em 

qual local foi realizado, dentre outros.  Na Figura 2 será mostrado imagens de Micro-CT de 

animais com defeito preenchido com Hidroxiapatita incorporada com zinco (HA-Zn), magnésio 

(HA-Mg) e estrôncio (HA-Sr). É possível verificar claramente que existe diferenças de 

neoformação óssea dos animais com preenchidos com os materiais e o grupo controle 

(hidroxiapatita-HA) [30]. 
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Figura 2 - Imagens 3-D de micro-CT do fêmur após 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 permissão 

elsevier (anexo). 

Embora existam registros na literatura referente a hidroxiapatita e a incorporação de 

metais ou substâncias que permitem configurar um compósito ou scaffolds, a maior parte destes 

trabalhos são recentes e necessitam ainda de investigações, inclusive de testes, in vitro e in vivo, 

com outros íons metálicos dopantes da hidroxiapatita, em fraturas oriundas de osteoporose. A 

maioria dos estudos ainda se limita a estudar os efeitos destes íons sobre a inibição bacteriana 

e os mecanismos que norteiam as propriedades osteogênicas destes íons associadas às apatitas, 

e ainda necessitam de maior elucidação e compreensão. 

3.2 Busca nos principais bancos de patentes 

Os resultados das buscas de competências tecnológicas 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” 

estão apresentadas na Tabela 5. 

Analisando os dados da Tabela 5, foi possível 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, não foram encontrados resultados. Para a palavra-

chave “bone tissue engineering”, foram encontrados dois resultados de patentes na base INPI. 

A patente nº BR 10 2015 007042 0 A2 compreende uma composição vítrea bioativa à base de 
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óxido de nióbio. Por sua vez, a patente nº PI 1106507-9 A2 consiste em uma composição à base 

de hidroxiapatita parcialmente substituída por nióbio, a qual ratifica que têm se tornado 

recorrentes as investigações de composições de hidroxiapatita substituída por íons metálicos 

para aplicações em engenharia tecidual óssea.  

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 

regeneration” 
1 0 0 

Hydroxyapatite AND osteoporosis AND “bone 

tissue engineering” 
1 0 0 

Fonte: Autoria própria, 2018. 

Na base USPTO, foram encontrados quatro resultados, para a combinação 

Hydroxyapatite AND osteoporosis. A patente nº 9.199.005 aborda um processo relacionado à 

obtenção de fosfato de cálcio bifásico (BCP), contendo carbonato e íons magnésio, zinco e 

flúor. Por fosfato de cálcio bifásico, considera-se que seja um sistema constituído de 

hidroxiapatita e fosfato tricálcico (TCP). O biomaterial que contém uma variedade de íons 

substituintes deve ser utilizado como suplemento mineral diário. A partir de ensaios de 

ovariectomia em ratas, constatou-se viabilidade da administração oral e intravenosa do 

biomaterial, uma vez comprovado que há prevenção de perda de massa em ossos corticais e 

trabeculares. As demais patentes não estavam relacionadas com o objetivo do estudo uma vez 

que abordavam aplicações diferentes. 

As associações entre palavras-chave “Hydroxyapatite and osteoporosis and bone 

regeneration” e “Hydroxyapatite and osteoporosis and bone tissue engineering” resultaram 

em um único registro para cada uma na base Espacenet e nenhum registro na base USPTO. 

Na Tabela 6 encontram-se informações sobre algumas destas patentes que possuem mais 

relevância referente à potencial para aplicação destes materiais na engenharia tecidual óssea e, 

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

resultados. 

Tabela 6 - Características das patentes encontradas na base Espacenet. 

Título  Classificação País (Ano) Resumo 

Método de preparação 

e aplicação de 

hidroxiapatita com 

estrôncio incorporado 

A61L 
China 

(2016) 

Síntese de hidroxiapatita com 

estrôncio incorporado para aplicações 

em preenchimento ósseo ou na 

formação de scaffolds para 

regeneração tecidual óssea e 

tratamento/cura da osteoporose 

Implante artificial 

ativo regenerado para 

terapia de osteoporose 

e seu método de 

preparação 

 
 

A61L China 

(2014) 

Compreende um implante dentário à 

base de titânio e liga de titânio e junta 

óssea artificial com revestimento de 

hidroxiapatita a fim de promover a 

atividade regenerativa em fraturas 

oriundas da osteoporose. 

Compósito para 

reforço de defeitos 

ósseos decorrentes da 

osteoporose 

 
 

A61L 

Letônia 

(2015) 

Composição à base de hidroxiapatita 

e fosfato tricálcico 90/10 grânulos, 

para reforço local de fraturas oriundas 

da osteoporose. 

Material compósito 

multifásico  

orgânico/inorgânico à 

base de hidroxiapatita  

 
 
 
 
 

A61L China 

(2016) 

Consiste em um material multifásico 

com fases orgânicas (quitosana, 

colágeno bovino) e inorgânicas 

(óxido de grafeno e hidroxiapatita). 

Enquanto o óxido de grafeno melhora 

a adesão de células-tronco e sua 

diferenciação em células ósseas, 

quitosana e colágeno conferem 

biocompatibilidade e o meio 

adequado para a proliferação celular. 

Pode ser potencialmente utilizado no 

tratamento da osteoporose. 

Fonte: Autoria própria, 2018 

A patente nº CN101628124 (A), intitulada “Preparation method and application of 

strontium-incorporated hydroxyapatite”, depositada por inventores chineses, trata acerca do 

método de preparo de uma composição à base de hidroxiapatita com estrôncio incorporado, 

depositada sobre uma superfície vítrea de borato ou fosfato (contendo íons Ca2+ e Sr2+) para 

uso em engenharia tecidual óssea, 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 características estão descritas na Tabela 6, correspondem a invenções 

encontradas na base Espacenet utilizando a combinação hydroxyapatite and osteoporosis. 

https://worldwide.espacenet.com/publicationDetails/biblio?DB=EPODOC&II=15&ND=3&adjacent=true&locale=en_EP&FT=D&date=20100120&CC=CN&NR=101628124A&KC=A
https://worldwide.espacenet.com/publicationDetails/biblio?DB=EPODOC&II=15&ND=3&adjacent=true&locale=en_EP&FT=D&date=20100120&CC=CN&NR=101628124A&KC=A
https://worldwide.espacenet.com/publicationDetails/biblio?DB=EPODOC&II=15&ND=3&adjacent=true&locale=en_EP&FT=D&date=20100120&CC=CN&NR=101628124A&KC=A
https://worldwide.espacenet.com/publicationDetails/biblio?DB=EPODOC&II=15&ND=3&adjacent=true&locale=en_EP&FT=D&date=20100120&CC=CN&NR=101628124A&KC=A
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A análise dos resultados da combinação entre as palavras-chave hydroxyapatite AND 

osteoporosis nas bases de patentes EPO e USPTO, conduziram à conclusão de que o maior 

número de ocorrências se deve a composições baseadas em fosfatos de cálcio bifásicos, 

contendo hidroxiapatita e fosfato tricálcico em diferentes proporções. A Tabela 6 registra 

alguns trabalhos bastante significativos no que diz respeito ao desenvolvimento de novas 

competências tecnológicas que têm como intuito o tratamento das fraturas oriundas da 

osteoporose. No tocante as classificações são todas do tipo A61L27 que caracterizam por serem 

relacionadas a aplicação na área da saúde conforme será demonstrado na tabela a seguir. 

Os dados obtidos revelaram que ainda há um gap no quanto ao número de invenções 

relacionadas ao uso de hidroxiapatita pura ou dopada com íons metálicos para aplicações em 

engenharia tecidual óssea quando associadas ao uso destas biocerâmicas para preenchimento 

ou regeneração de fraturas características da osteoporose. Assim, é de importância crucial, o 

desenvolvimento de novos biomateriais que tenham propriedades satisfatórias, com baixas 

respostas imunogênicas do organismo, além da ausência da possibilidade de transmissão de 

doenças infecto-contagiosas, como alternativa para o tratamento da osteoporose, a fim de 

ampliar a longevidade e melhorar a qualidade de vida da população. 

4. Conclusão 

A partir da análise dos resultados apresentados, sabe-se que a utilização de 

hidroxiapatita tem adquirido importância na regeneração óssea em fraturas provocadas por 

osteoporose, segundo as inovações mais recentes, sobretudo nos últimos dez anos, 

principalmente a hidroxiapatita incorporada com íons metálicos e/ou na forma de compósito ou 

scaffolds hormônio, fármaco e polímeros. Portanto, resultados obtidos com a aplicação destes 

biomateriais demonstram a neoformação óssea em processo de regeneração óssea nas fraturas 

causadas pela osteoporose. Isso foi ratificado pelas as caracterizações histológicas e Micro-CT, 

sendo as mais usadas para inferir a formação de osso novo. Deste modo, a hidroxiapatita 

incorporada com outros elementos são biomateriais promissores no processo de regeneração 

óssea para fraturas provocadas pela osteoporose. No entanto, há poucos estudos na literatura 

acerca do uso de com aplicação desses biomateriais, promovendo a regeneração óssea em 

fraturas causadas por osteoporose, o que permite mais exploração sobre o tema. 
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Resumo 

A hidroxiapatita (HAp), (Ca10(PO4)6(OH)2), é um material que possui alta biocompatibilidade 

e bioatividade em tecidos humanos. Uma alternativa para potencializar os seus efeitos 

biocompatíveis, é por meio da incrementação de outras espécies iônicas substituindo os íons 

cálcio na sua estrutura da HAp. Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo a síntese 

e caracterização da HAp e dopagem da HAp com diferentes concentrações de Ce3+ e realizar 

teste de atividade antibacteriana e viabilidade celular. A síntese da hidroxiapatita (HAp) e 

dopada com cério (Ce3+) (1,75%, 2,50% e 5,00% m/m) ocorreu pelo método da precipitação. 

As caracterizações por DRX e FTIR confirmaram a fase hidroxiapatita. Os dados obtidos pelo 

EDS e XPS confirmaram a presença do íon Ce3+. Os valores da razão atômica Ca/P para a HAp 

foi de 1,59 e a razão (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 

inibição 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 não afeta a viabilidade celular, sugerindo que os materiais não são 

citotóxicos. It can be concluded that metallic doped material is promising for future applications 

in the field of tissue engineering. 

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

biocompatibilidade, engenharia de tecidos.  
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Abstract 

Hydroxyapatite (HAp), (Ca10 (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 Ce3+ and to perform test of antibacterial activity and cellular viability. The 

synthesis of hydroxyapatite (HAp) and doped with cerium (Ce3+) (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. Introdução 

O enxerto ósseo autógeno é a primeira alternativa a ser utilizada para a regeneração do 

tecido ósseo devido as suas propriedades osteogênicas [1]. No entanto, os enxertos têm 

disponibilidade limitada, tais como a necessidade de procedimentos cirúrgicos com possíveis 

infecções locais e reabsorções progressivas do material [2]. Como resultado, pesquisas 

científicas estão desenvolvendo novos biomateriais para a sua substituição [3]. Assim, os 

enxertos sintéticos podem ser uma interessante alternativa, devido apresentarem características 

intrínsecas, tais como biocompatibilidade e similaridade química com os tecidos ósseos dos 

seres vivos, aliadas com suas propriedades de osteocondução e osteoindução [4].   

Os principais materiais usados como enxertos sintéticos são os fosfatos de cálcio e sua 

classificação pode ser dada através de sua razão molar Ca/P que varia entre 0,5 e 2,0 [5].  Um 

excelente exemplo desses fosfatos é a hidroxiapatita (HAp), (Ca10(PO4)6(OH)2), é um material 

que possui alta biocompatibilidade e bioatividade em tecidos humanos [6-8].  

Existem em muitos procedimentos cirúrgicos a formação de uma interface química do 

tipo biomaterial/osso e, consequentemente, a fixação biológica, na qual a estrutura óssea vivo 

penetra no espaço livre do biomaterial, provocando assim, a fixação permanente do osso [9]. 

Porém, esses procedimentos podem apresentar problemas de infecções bacterianas muitas vezes 

difíceis de serem controladas durante o período pós-operatório [10], e, consequentemente, o 

uso excessivo de antibióticos que podem não fornece proteção suficiente, levam a uma possível 

perda do material ósseo e a podem gerar cepas resistentes de bactérias que são difíceis de tratar 

[11]. 

 Assim, os mecanismos de defesa ativados pelo sistema imunológico podem ser 

reforçados pela introdução de agentes antibacterianos que possuam interação biológica com o 

biomaterial [12]. Uma das alternativas é a capacidade de substituição dos íons da HAp, por 

meio da dopagem, por outros que possuam propriedades antibacterianas. Exemplos incluem 
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prata (Ag+), cobre (Cu2+), zinco (Zn2+), selênio (SeO3
2-), estrôncio (Sr2+), os íons lantanídios 

(Ln3+ = Ce3+, Ga3+, Sm3+) [13-15], citandos alguns que podem ocupar sítios da hidroxiapatita 

devido ser íons de tamanho e cargas semelhantes. Essa capacidade de substituição iônica é, 

portanto, uma alternativa que pode melhorar os aspectos biológicos, mecânicos [16], físicos, 

químicos, [17,18], antimicrobianos [19] e de biocompatibilidade do material [20,21].  

 O objetivo desta pesquisa é sintetizar uma hidroxiapatita dopada com Ce3+ e avaliar 

suas propriedades antibacterianas quanto à inibição do crescimento de duas linhagens 

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 hidróxido de cálcio (VETEC) – Ca(OH)2; fosfato de 

amônio dibásico (VETEC) - (NH4)2HPO4; Nitrato de cério (III) hexahidratado (III) (SIGMA-

ALDERICH) - (Ce(NO3)2). Para os ensaios de cultivo das colônias bacterianas, foram 

usados Brain Heart Infusion Broth (HIMEDIA); Blood Agar Base (COLUMBIA); salina 

fisiológica (NaCl 0,9%) e água deionizada. Para o ensaio in vitro as células foram obtidas da 

linhagem celular: GM07492 (Fibroblasto humano). A concentração celular/poços foi de 1x105. 

O meio de cultura composto por: DMEM (Gibco/Thermofisher), suplementado com Soro 

Bovino Fetal (SBF) (nutricell), penicilina e estreptomicina 10U/mL (sigma). Os reagentes 

disponíveis foram utilizados sem nenhum tratamento de purificação. 

2.2. Síntese da HAp  

                  A síntese da HAp foi realizada pelo método de precipitação.  Os reagentes Ca(OH)2 

e ((NH4)2HPO4) foram utilizados segundo a razão Ca/P de 1,67 (Eq. (1)).  

10Ca (OH)2 (s) + 6 (NH4)2HPO4 (s) → Ca10(PO4)6(OH)2 (s) + 12NH3 (g) +18 H2O (l) (1) 
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Os reagentes foram dissolvidos em água deionizada, a síntese ocorreu à temperatura 

ambiente, sob agitação durante aproximadamente 3h (pH = 10-11). A solução resultante foi 

centrifugada, lavadas com água deionizada e o produto foi seco em estufa a 110 °C por 24h 

[22]. 

2.3 Síntese da HAp dopada com Ce 

 A síntese da HAp dopada Ce3+ também foi realizada através do método da precipitação. 

Para a realização da síntese utilizou uma relação percentual referente a substituição do íon Ca2+ 

pelo íon Ce3+. Assim, a adição da quantidade de dopante foi dada em x mols (xCe = 1,75%; 

2,50% e 5,00%) com relação ao número de mol íon Ca2+ (Ca10-xCex(PO4)6(OH)2). Os pós 

obtidos foram denominados HAp-Ce-x (em que x = 1,75; 2,50 e 5,00).  

2.4. Caracterização dos materiais 

2.4.1 Difratometria de Raios X (DRX) 

Os parâmetros de DRX foram medidos no intervalo de 5° a 75°, taxa de varredura de 2° 

min-1 e tempo de exposição de 40 minutos no equipamento LABX – XDR 600, Shimadzu, Cu 

– Kα (λ = 1,5406Å). Os tamanhos médios dos cristalitos foram estimados usando a equação 

Debye–Scherrer (Eq. (2)) [23]: 

Xs = 0,9λ/βcosθ                                    (2) 

sendo Xs é o tamanho de cristalito em nanômetro (nm); λ é o comprimento de onda dos raios-

X incidentes (nm) (λ = 0,15406 nm para a radiação CuK) e β é a FWHM (Full Width at Half 

Maximum), do pico de difração sob consideração (rad); θ é o ângulo de difração (°). 

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

Espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR) foram 

obtidos usando o espectrofotômetro Varian 660-IR pelo método da pastilha em KBr, em 32 

varreduras na região de 4000 a 400 cm-1 com resolução de 4 cm-1. 
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2.4.3. Análise Térmica 

A análise termogravimétrica (TGA) foram realizadas no aparelho SDT Q600 V20.9 

Build 20 da TA Instruments utilizando aproximadamente 5 mg de amostra com razão de 

aquecimento de 10 ºC min-1 em atmosfera de Argônio com fluxo de 100 mL min-1 em porta 

amostra de alumina na faixa de temperatura de 25 a 1000 ºC.  

2.4.4 Microscopia eletrônica de varredura (SEM) e Espectroscopia de energia dispersiva 

(EDS) 

A análise morfologica e composição dos materiais sintetizados foi investigada 

utilizando um microscópio eletrônico de varredura (MEV) com fonte de elétrons por emissão 

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+ espectrômetro equipado com uma fonte de raios X monocromática (K-Alpha 

1486,6 eV) e um analisador de elétrons do tipo hemisférico, com alta resolução e equipado com 

125 canais individuais de detecção. Durante as medidas a pressão da câmera de análise é da 

ordem de 2×10-9 mbar e os espectros de survey e alta resolução são registrados com uma 

resolução 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 ágar nutriente a 4 ºC, transferiu-se uma alçada do 

crescimento bacteriano para um tubo falcon contendo 3,0 mL do meio Brain Heart Infusion 

Broth a 3,0% (BHI), seguido de incubação a 37 ºC por 24h. A partir desta cultura em BHI 

preparou-se uma suspensão 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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diluições decimais seriadas, em solução salina fisiológica, obtendo-se uma suspensão de 1,5 X 

104 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 colônias (CFU). Para a realização do teste a suspensão bacteriana 

padronizada foi submetida a diluições seriada decimais até obtenção da diluição 10-4 (1,5 X 104 

UFC/mL), no qual 2000 μL desta suspensão diluída foram transferidas para um tubo tipo falcon 

esterilizado, ao qual foi adicionado 2000 μg do biomaterial. Para determinação do efeito 

inibitório, 100 μL desta suspensão foram transferidos para placas de Petri contendo o meio ágar 

Blood Agar Base e semeadas com o auxílio de uma alça de Drigalsky pelo método spread plate. 

As placas foram incubadas na estufa microbiológica por 24h a 37 ºC. Em seguida, a contagem 

das unidades formadoras de colônia (CFU) foi realizada. O teste foi realizado em triplicata no 

qual, no controle positivo, os produtos foram substituídos por uma solução salina (2000 μL) 

para posterior comparação das soluções com os produtos testados. O efeito inibitório produzido 

por cada solução-teste foi calculado através da equação ƞ = (N1-N2) N1, onde ƞ é definido como 

o efeito inibitório, N1 é a média aritmética das unidades formadoras de colônia das placas 

controle, N2 é a média aritmética das unidades formadoras de colônia de cada uma das soluções 

testadas e os resultados expostos em percentagem. 

2.6 Citocompatibilidade (MTT) 

O ensaio de citocompatibilidade in vitro foi realizado de acordo com procedimentos 

padrão (ISO10993-5: 2009). A viabilidade celular foi analisada por MTT ensaio colorimetrico 

do brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio). As células (Fibroblasto humano 

GM07492) foram semeadas em placa de cultura de 96 poços, mantidas em meio de cultura, 

enriquecido com SBF e antibióticos. Foram encubadas em estufa 37°C em atmosfera 

umidificada contendo 5% de CO2 e 95% de ar atmosférico. Simultaneamente, foram preparados 

os extratos das amostras e dos controles na concentração 20 mg/mL, mantidos em estufa 37°C, 
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por 24 horas. Após 24 horas, ocorreu a substituição do meio DMEM (Dulbecco's modified eagle 

médium) pelo extrato, realizadas em triplicata e mantidas em condições de cultivo por 24 horas. 

Posteriormente, após às 24 horas, os poços foram lavados com PBS uma 1 vez, e foram 

adicionados 50 µL de MTT. A placa de cultura foi novamente incubada em estufa 37°C por 4 

horas. Após incubação, 100 µL de isopropanol foram adicionados aos poços e homogeneizados 

delicadamente para a solubilização dos cristais de formazan. Como controle positivo foram 

usados DMEM + 30% de DMSO e como controle negativo, foram usados DMEM + soro bovino 

fetal + antibióticos. Os valores de densidade óptica (DO) obtidos em um comprimento de onda 

(λ) de 570 nm num espectrofotómetro foram convertidos em percentagens de viabilidade 

celular. O valor de DO de cada amostra foi convertido em percentagens de viabilidade celular 

em relação a um grupo controle negativo (DMEM + 10% FBS = 100% de viabilidade celular) 

e submetido a análise estatística (ANOVA-ONEWAY e FISHER'Spost hoc test) em nível de 

significância de 5%. Foi realizado um grupo controle positivo (referência ao efeito citotóxico) 

pela adição de dimetilsulfóxido (DMSO 30% v / v) ao meio de cultura (DMEM + 10% FBS) 

3. Resultados e Discussão 

3.1 Caracterização dos materiais 

3.1.1 Difratometria de Raios X (DRX) 

A hidroxiapatita pura e as dopadas com diferentes concentrações de cério (% m/m) 

foram obtidas pelo método de precipitação. Os difratogramas da HAp e HAp-Ce-x: (onde x = 

1,75%, 2,50% e 5,00%) mostram que os materiais são cristalinos e não possuem fases 

intermediárias, como mostrado na Figura 1. Os picos de XRD para HAp foram indexados a 

JCPDS 001-1008.As presenças dos planos no DRX (Figura 1) são característicos da fase 

hidroxiapatita. É possível observar pequenas mudanças 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 Ce3+ sintetizado pelo método da 

precipitação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Acredita-se que essas pequenas alterações de cristalinidade quando comparado com 

HAp foram ocasionadas pela adição de pequenas quantidades de Ce3+ que contribuíram para os 

deslocamentos dos picos e que causaram pequenas alterações na cristalinidade dos materiais. 

Isso pode ser atribuído às diferenças de carga entre Ca2 + e íons Ce3+. Ou seja, os íons de Ce3+ 

provavelmente podem ter íons Ca2+ da HAp, resultando em uma alteração estequiometria e, 

consequentemente, uma melhora na cristalinidade do material.  

Essas variações no tamanho (Tabela 1) podem ser atribuídas a diferença no tamanho e 

a quantidade adicionada de íons Ce3+ na estrutura da HAp, uma vez que o raio iônico do Ce3+ 

(0.107 nm) é maior do que do Ca2+ (0.100 nm) [25]. A Figura 2 mostra um bom ajuste entre os 

padrões de DRX observados e os resultados de ajuste teórico calculados para HAp-Ce 

(Refinamento de Rietveld).  

 

HAp:Ce-5,00 

HAp:Ce-2,50 

HAp:Ce-1,75 
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Figura 2- Gráfico de refinamento pelo método Rietveld da HAp dopado com Ce3+ sintetizado 

pelo método da precipitação. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Foi possível detectar que os difratogramas das amostras sintetizadas tiveram 

similaridade com o cartão de número 26205 (ICSD), com estrutura do tipo hexagonal e grupo 

espacial P63/m. Seus parâmetros de célula unitária são a = b = 0,943 nm e c = 0,689 nm para 

HA, e a = b = 0,942 nm e c= 0,675 nm, para a HAp-Ce. Para esse refinamento o valor de χ2 

(fator de convergência) 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, ortorrômbica, 

romboédrica ou hexagonal os valores de Rwp devem ser próximos a 8-10% [27]. Os valores de 

Rwp para as amostras de HAp e HAp-Ce foram, 10,60% e 11,06%, respectivamente. Após o 

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 2θ igual a 25,90º; 31,90º; 34,20º; 39,79º; 46,70º e 49,60º, 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 região de infravermelhos de HAp e HAp 

dopados com Ce3+. Os espectros para a HAp, Figura 3 (a), mostram as bandas em 472 cm-1 e 

548 cm-1 correspondendo às vibrações de deformações assimétricas do agrupamento HPO4
2- (P-

O-H). 

 A banda no valor de 612 cm-1 refere-se à deformação assimétrica P-O do grupo PO4
3- 

e 640 cm-1 é a banda de deformação do OH. Bandas discretas em torno de 1900 cm-1 e na região 

de 875 cm-1 podem ser atribuídas à presença do íon carbonato (CO3
2-). As bandas de 1100 cm-

1 e 1036 cm-1 correspondem à vibração de alongamento assimétrica do grupo PO4
3-. As bandas 

de 1640 cm-1 e 3444 cm-1 correspondem à deformação e alongamento, respectivamente, do 

grupo hidroxila da água e a faixa a 3570 cm-1 corresponde a hidroxila (OH) da estrutura da 

hidroxiapatita [28-29]. 
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 As análises de FTIR mostradas na Figura 3 indicam que não houve diferenças 

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. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3.1.3 Microscopia eletrônica 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 formação de 

partículas aglomeradas de maneira não uniformes com superfície irregular. Observa-se que a 

presença do íon cério não alterou a morfologia, uma vez que a partículas da HAp e das dopadas 

são semelhantes, como podem ser observadas na Figura 4.  

 A análise por EDS é uma ferramenta importante para a caracterização de materiais, 

pois permite identificar a composição qualitativa e semi-quantitativa das amostras em pontos 

específicos 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-

5,00. 

 

 A presença dos principais componentes da hidroxiapatita (Ca, O, P) e a presença do 

íon Ce3+ nas amostras dopadas são mostradas de forma semi-quantitativa pelo EDS. Os valores 

da razão atômica Ca/P para a HAp foi de 1,59 e a razão (Ca+Ce)/P variou entre 1,46 a 1,55. 
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Esses valores são mostrados na Tabela 2. Ressalta que a HAp do tipo deficiente em cálcio é 

caracterizada por ter a relação Ca/P variando de 1,50 a 1,67 [32]. 

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

EDS. 

Hidroxiapatita Ca ou (Ca+Ce)  P Ca ou (Ca+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 informações corroboram com os dados estruturais/cristalinos fornecidas pelo 

DRX por meio do qual, acredita-se que a incorporação de Ce3+ causou uma alteração na 

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

3.1.4 Análise Térmica  

 Nas curvas TG, a perda de peso foi observada entre 1,10% e 2,70% perto da região 

de 100 °C, como mostrado na Figura 5. Este evento está ligado à liberação de água fisicamente 

adsorvida na superfície. A perda em torno de 1,60% indica a liberação de água também 

adsorvida na superfície, mas localizada em locais mais internos. Acima dessa temperatura, 

observamos outro evento de perda de massa que ocorre na faixa de temperatura de 200 ºC a 550 

ºC, com perda de 2,20% em massa. 

 Isto está associado à remoção de água quimicamente adsorvida. Entre as temperaturas 

de 575 ºC e 900 ºC, a temperatura final neste experimento, condensação dos grupos hidroxila 

presentes na superfície 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. 

 

Na curva TG, Figura 5, acima da temperatura de 900 °C ocorre um evento de perda de 

massa relacionado a decomposição da HAp e, por consequência, a perda de grupos OH [35]. 

Essas etapas de perdas estão mostradas a seguir: 

Ca10(PO4)6(OH)2 →Ca10(PO4)6(OH)2-2xOx + xH2O (até 1000°C)                                                (2) 

Ca10(PO4)6(OH)2-2xOx → 3Ca3(PO4)2 + CaO + (1-x)H2O (acima de 1200°C)                         (3) 

As temperaturas acima de 700 ºC correspondem a condensação 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 fenômeno 

indicando uma condensação de grupos hidroxilas na amostra dopada com 2,50% de cério. 

 Essas diferentes perdas, pode-se indicar que a substituição pelo íon Ce3+ pode estar 

ocorrendo não somente nos sítios do cálcio como também nos sítios H, onde a amostra HAp-

Ce-2,50 pode ter uma menor quantidade de cério substituindo o hidrogênio que as demais 

amostras dopadas, o que pode está resultando esta diferença. Em outras palavras, as HAp 

dopadas apresentaram uma maior perda de massa percentual que pode ser atribuída devido à 
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condensação de grupos OH com a liberação de H2O. Essa perda é crescente em relação ao 

aumento da concentração de cério, indicando que as pequenas quantidades de íons Ce3+ 

contribuíram para a hidratação 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 possível observar as linhas de emissão características relativas ao dublete de elétrons 

ejetados de orbitais 3d do Ce na região entre 880-905 eV [36]. Tal técnica de forma pertinente 

e convicente garante que ocorreu a incorporação do íon metálico na estrutrura do material, 

demonstrando que a síntese obteve êxito. 

Figura 6 - Espectrodo XPS para a amostra HAp e HAp-Ce-5,00. 

 

 

 

 

 

 

 

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) são mostradas na Figura 7. Entre os materiais testados, Ce-5,00: HAp 
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teve o maior efeito inibitório para ambos os grupos de bactérias. Os resultados de inibição de 

crescimento bacteriano para o material HAp:Ce-5,00 quando comparado com HAp, tiveram um 

aumento inibitório 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 colônias. 

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

de S. aureus (ATCC 25923) e E. coli (ATCC 25922). 

 

 

 

 

 

 

Figura 8 - Imagens das placas sobre o efeito inibitório de HAp dopada com cério 1,75, 2,50 e 

5,00% em linhagens padrão de S. aureus (ATCC 25923) e E. coli (ATCC 25922). 
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 A inibição do crescimento bacteriano por HAp pode ser explicada pela existência de 

ligações de hidrogênio na fase de hidroxiapatita exibindo grupos hidroxila e a parede celular de 

bactérias formadas por peptidoglicano. Quando ocorre a ligação de hidrogênio, o crescimento 

das paredes das células bacterianas é interrompido, e as bactérias têm seu desenvolvimento 

comprometido. No entanto, a baixa quantidade de grupos hidroxila na estrutura de HAp, 

Ca10(PO4)6(OH)2, não confere ao material uma propriedade 100% antimicrobiana [37]. 

 No caso de amostras dopadas com Ce3+, os mecanismos de atividade antibacteriana 

do metal ainda não são totalmente compreendidos. Díaz-Visurraga et al. (2011) [38] sugerem 

quatro mecanismos hipotéticos que são os mais aceitos e relatados na literatura: (1) absorção 

de íons metálicos, (2) geração de EROs a partir de íons metálicos com subsequente dano 

oxidativo em suas estruturas celulares, (3 ) a geração de espécies reativas de oxigênio (ROS) a 

partir de íons metálicos e (4) acúmulo de dissolução de íons metálicos na membrana bacteriana 

causando alterações na sua permeabilidade (liberação progressiva de lipopolissacarídeos, 

proteínas de membrana) pela dissipação da força motriz do próton. 

 Ciobanu et al. [36] estudaram a atividade antimicrobiana de hidroxiapatita dopada 

com céria contendo íons Ce+4 e Ce3+ e encontraram atividade significativa contra E. coli e S. 

aureus pelo método de difusão em disco. Em seu trabalho, a hidroxiapatita substituída por 10% 

de cério apresentou redução 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 à 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 substituído em sua estrutura, além de possuir propriedades 

osteogênicas. 

 A menor resposta de inibição de Ce+3 a 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 fosfolipídios e lipopolissacarídeos. Uma 

das funções da membrana externa é proteger a célula bacteriana [39-40]. Infecções nos 

implantes são geralmente causadas pela bactéria Gram-positiva S. aureus. Uma pesquisa 

descrita por Trampuz e Zimmerli [41] mostrou que cerca de 30% dos casos de infecções 

relacionadas ao implante foram causados por S. aureus, uma vez que é responsável por 

infecções de partes moles em regiões osteoarticulares. Este é um resultado importante em vista 

do aumento de 42,86% do efeito inibitório 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 

níveis de viabilidade compatíveis com um efeito citotóxico (viabilidade celular ≤ 70%). A 

análise estatística mostrou que os materiais dopados com cério HAp:Ce-2,50 e HAp:Ce-5,00 

apresentaram níveis de viabilidade celular, respectivamente 95,4 ± 1,8 e 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 pós sintetizados não interferiram na atividade metabólica celular e, 

consequentemente, na viabilidade celular. Em outras palavras, os materiais não são citotóxicos 

e podem ser considerados citocompatíveis. Para este ensaio, a amostra HAp:Ce-1,75 não teve 

sua citotoxicidade estudada, pois, para os autores, seus resultados de atividade antimicrobiana 

não foram satisfatórios. 

 O resultado obtido pelo teste de citocompatiibilidade confirma que a HAp dopada 

com Ce (2,50% e 5,00%) é um biomaterial viável para reparo tecidual. As amostras dopadas 

com Ce3+ mostradas na Figura 9 apresentaram o mesmo padrão 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 é amplamente utilizada na regeneração de tecidos e aplicações 

biomédicas na forma de revestimentos em implantes metálicos, produção de enxertos de tecido 

ósseo e nervoso, agentes de liberação de fármacos, proteção de feridas, substratos de cultura 

celular, imobilização enzimática, próteses ósseas e enxertos devido à sua excelente 

biocompatibilidade, propriedade de osteocondução e similaridade com os componentes 

inorgânicos do osso natural [5,41,42]. Neste estudo foi possível observar que, por meio da 

dopagem com o íon Ca3+, as propriedades antibacterianas e os efeitos não tóxicos esperados 

apareceram satisfatoriamente. Observamos que a incorporação do íon Ce3+ proporcionou uma 

melhora nos aspectos estudados do material. Assim, os materiais sintetizados demonstraram 

um grande potencial a ser utilizado em futuras aplicações no reparo ósseo e testes in vivo serão 

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 são 

expressos como porcentagem de viabilidade celular em relação ao grupo controle negativo 

(DMEM + 10% FBS). Grupo controle positivo como referência de efeito citotóxico (DMEM + 

10% FBS + 30% DMSO). Análise estatística: ANOVA ONE WAY e o teste post hoc da 

FISHER. * p≤0,05. 

 

4. Conclusão 

O estudo da incorporação do íon Ce3+ na estrutura da matriz de HAp indicou 

propriedades antibacterianas e de citocompatibilidade satisfatórias. A caracterização dos 

materiais com DRX, FTIR, TG, MEV, EDS e XPS confirmaram a síntese de HAp e a 

incorporação de Ce3+ no material. A incorporação do Ce3+ não alterou a estrutura da HAp e os 

resultados semi-quantitativos da EDS mostraram que a relação Ca/P variou de 1,46 a 1,51. 

Testes antibacterianos diretos contra Staphylococcus aureus e Escherichia coli mostraram a 

eficácia dos materiais sintetizados. O ensaio in vitro mostrou que os materiais são não 

citotóxicos. Assim, a presença do íon Ce3+ melhorou a atividade bacteriana inibitória e 

melhorou significativamente os resultados de citocompatibilidade do material. 
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Resumo 

Vários são os materiais aplicados em defeitos ósseos, no entanto, a hidroxiapatita (HAp) por 

ser um material com propriedades similares ao tecido ósseo tem tido destaque, porém, tal 

aplicação pode ser ainda melhorada com a incorporação de íons metálicos, tais como o íon Ga3+. 

Portanto, o presente trabalho tem como escopo sintetizar a hidroxiapatita dopada com íons gálio 

em diferentes proporções e avaliar sua atividade antibacteriana, bem como, sua citotoxicidade. 

Deste modo, a síntese de HAp e hidroxiapatita dopada com 2,50% (HAp-Ga-2,50%) e 5,00% 

(HAp-Ga-5,00%) de íons gálio ocorreu pelo método da precipitação. As amostras foram 

caraterizadas por espectroscopia Raman e FTIR que revelaram a presença de modos 

vibracionais característicos de grupos fosfatos pertencentes da fase hidroxiapatita. Por meio 

DRX, verificou-se que os planos cristalográficos obtidos sugerem a constituição da fase 

hidroxiapatita, para todas as amostras sintetizadas. A análise térmica (TG) indica uma menor 

perda de massa nas amostras dopadas com íons gálio. Somando ao já descrito, a técnica de 

MEV-EDS, apresentaram que os materiais possuem morfologia em formato de aglomerados de 

partículas, não uniformes, e o EDS identificou a presença de cálcio e o fósforo em todos os 

materiais e de gálio para os materiais dopados. Portanto, as sínteses 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 inibição foi a hidroxiapatita dopada com 5% 

de gálio. A citotoxicidade foi avaliada pelo ensaio de MMT e todos os materiais não 

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

Palavras-Chave: Hidroxiapatita, gálio, 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. Introdução 

O ser humano geralmente padece por vários problemas de saúde, dentre eles, a 

perda óssea, sendo que, as suas causas as quais promovem isso são diversificadas, tais 

como, fraturas, desgaste do próprio tecido calcificado, dentre outras.  Em virtude disso, 

propostas são apresentadas para amenizar e/ou cessar o problema referente a substituição 

ou regeneração óssea. Assim, a reparação de tecidos ósseos pela hidroxiapatita é de grande 

importância, tendo em vista que possui elevada similaridade com os constituintes 

inorgânicos dos tecidos calcificados [1]. Além de possuir potencialidade de osteocondução, 

osteindução e biocompatibilidade [2-6].  

Entretanto, esse tipo de material no ato da reparação óssea pode ter sua função 

mitigada pela inibição de bactérias [7]. Diante disso, convencionalmente tal problema 

supramencionado era tratado com antibióticos, porém, bactérias tornam-se resistentes a tal 

tratamento [7-9]. Deste modo, são necessárias outras formas de inibição da proliferação de 

bactérias qual seja incorporações de metais com atividade antibacteriana, bem como, 

modificações na superfície com outros materiais para impedir a adesão bacteriana [10,11]. 

Nesse contexto, é característico da hidroxiapatita permitir a substituição de íons, 

assim, os locais dos cátions de cálcio podem ser trocados com íons como cério (Ce3+) [12], 

gálio (Ga3+) [13], selênio (SeO3
2- ) [14], titânio (Ti4+) [15], estrôncio (Sr2+) [16], prata (Ag+) 

[17], cobre (Cu2+) [18] e zinco (Zn2+), dentre outros [19].  

Salienta-se também, que a hidroxiapatita dopada com íons é considerada um 

biomaterial promissor em aplicações de regenerações ósseas, uma vez que quantidades 

mínimas de íons podem promover modificações que resultam em vantagens e melhoram 

aspectos biológicos, físico-químicos, mecânicos e antimicrobianos [19-21]. 

Acredita-se que a inserção do Ga3+ junto aos biomateriais podem levar a melhorias 

adicionais das suas propriedades, uma vez, que as suas aplicações médicas em estudos in 

vivo, potencializam efeitos anti-inflamatórios e causam uma aceleração anabólica óssea, 

além de atuar bloqueando a atividade dos osteoclastos sem afetar a viabilidade dessas 

células [22-23]. 

O Ga3+ é de grande interesse do ponto de vista biológico por ser análogo ao Fe3+ 

devido a similaridades químicas, tais quais, raios iônicos, eletronegatividade, afinidade 

eletrônica, número de coordenação [24]. Consequentemente, pode ser substituído um pelo 

o outro, tanto em estado sólido quanto em solução [25,26].  
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Embora os compostos de gálio tenham mostrado alta biodisponibilidade [21] 

devido à sua capacidade de imitar íons férricos (Fe3+), os íons de gálio (Ga3+) são 

antiproliferativos para células que proliferam patologicamente, particularmente células 

cancerosas e algumas bactérias [27]. No entanto, as propriedades antibacterianas de tal 

material ainda não foram examinadas; por exemplo, as espécies de bactérias 

Staphylococcus aureus e Escherichia coli, são agentes comuns e causadores de infecções 

ósseas, com uma forte resistência aos tratamentos convencionais utilizando antibióticos 

[28,29]. 

Desta forma, o presente trabalho tem como objetivo sintetizar a hidroxiapatita 

dopado com íons gálio em diferentes proporções e avaliar a sua ação 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 realização da síntese da hidroxiapatita foram utilizados, hidróxido de cálcio 

Ca(OH)2 (Vetec), fosfato de amônio dibásico (NH4)2HPO4 (Neon), nitrato de gálio (III) 

hidratado (Sigma-Aldrich). Todos os produtos químicos foram utilizados sem mais 

processos de purificação. Utilizou-se água deionizada para preparar todas as soluções. 

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/poço: 1x105, 

meio de cultura DMEM (Gibco/Thermofisher), suplementado com soro bovino fetal (SBF) 

(nutricell), penicilina e estreptomicina 10U/mL (sigma). 

2.2. Síntese da Hidroxiapatita 

A síntese da hidroxiapatita (HAp) ocorreu pelo do método de precipitação. O 

procedimento de síntese consistiu na dissolução, em água deionizada, das massas dos 

reagentes precursores de cálcio (Ca2+) e de fosfato (PO4
2-) para obedecer a razão Ca/P = 

1,67 característica da HAp.  Após as dissoluções, as soluções foram misturadas em tubos 

tipo falcon sob agitação vortex, e colocadas sob agitação magnética em um béquer. O 

tempo reacional foi de aproximadamente 3h à temperatura de 25 ± 2 °C. Após a síntese, o 

material foi lavado, centrifugado (4000 rpm por 4 minutos) e seco em estufa na temperatura 

de 110 °C, por 16 h. Então, o pó obtido foi macerado com auxílio do almofariz e pistilo e 
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em seguida, peneirado com peneira de malha 35 VT e abertura de 425 µm. A Equação 1 

mostra a reação química para a síntese da HAp [30]. 

10Ca(OH)2 + 6 (NH4)2HPO4 → Ca10(PO4)6(OH)2(s) + 12NH3 +18 H2O (1) 

2.3. Síntese da Hidroxiapatita dopada com Ga3+  

Para a síntese da Hidroxiapatita dopada com 2,5 % e 5,0 % de Ga3+, utilizou o 

método de precipitação. Sendo que ocorreu a adição simultânea das soluções aquosas do 

fosfato de amônio dibásico, hidróxido de cálcio e do nitrato de gálio, na temperatura 

ambiente, por 3h, em pH básico (10-11). Após o término do processamento, as soluções 

foram centrifugadas, lavadas com água deionizada e o produto seco em estufa a 110 °C por 

16 h. Por fim, o pó branco obtido foi macerado com auxílio do almofariz e pistilo e em 

seguida, peneirado com peneira de malha 35 VT e abertura de 425 µm. 

2.4. Caracterizações 

2.4.1 Difratometria de Raios X (DRX) 

Os materiais sintetizados foram caracterizados pela técnica de difração de raios 

(DRX). Foi utilizado o equipamento LABX – XDR 600, Shimadzu, Cu – Kα (λ = 1,5406Å) 

com 2θ no intervalo de 10° a 60°, com taxa de varredura de 2° min-1 com tempo de 

exposição de 40 minutos. O tamanho médio de partícula é calculado a partir de dados DRX 

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

τ =
𝑘𝜆

Bτcosθ
 

onde τ é o tamanho de partícula em nanômetro, conforme calculado para a reflexão hkl, λ 

é o comprimento de onda da radiação CuKα1 (1,5406 Å), β τ é a largura a meia altura para 

o pico de difração em consideração (em radiano), θ é o ângulo de difração e k é a constante 

de ampliação escolhida como 0,9. 

O índice de cristalinidade (CIraio-X) foi calculado de acordo com Person et al. 

(1996), que se baseia no grau de resolução das quatro reflexões 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 mínimo que 

o separa do pico a seguir. Valores precisos das intensidades superior e mínima são obtidos 

após a deconvolução dos espectros usando rotinas padrão e perfis de tipo Voigt foi utilizado 

o programa PeakFit. Estes valores divididos pela intensidade líquida do pico mais alto 

obtém o valor do raio CIraio-X da seguinte maneira, de acordo com a Eq. 3: 

(2) 
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CIraio-X = (H[202] + H[300] + H[112]) / H[211]   (3) 

onde H[202], H[300], H[112] e H[211] são as alturas dos picos correspondentes às 

reflexões (202), (300), (112) e (211), respectivamente [31]. 

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

A espectroscopia na região do infravermelho com transformada de Fourier foi 

realizada em um Espectromêtro FTIR modelo Vertex 70 do fabricante Brucker Optics com 

64 scans para cada pastilha preparada das amostras com KBr, na região de 400 a 4000 cm-

1 com resolução de 4 cm-1. As amostras de HAp foram maceradas em um almofariz de 

ágata. A água adsorvida foi removida das amostras após 24 h de aquecimento a 100 ºC. 

Quantidades de pós de aproximadamente 1 mg foram misturados com 100 mg de KBr. Esta 

mistura foi então pressionada sob carga de 07 toneladas em uma pastilha de tamanho 

depatilhas de 1 mm. O Índice de Cristalidade (CIFTIR) foi calculado seguindo o método 

descrito em Shemesh (1990): 

𝑪𝑰𝑭𝑻𝑰𝑹 = (𝑨𝟔𝟎𝟓 + 𝑨𝟓𝟔𝟓)/𝑨𝟓𝟗𝟎     (4) 

 onde Ax é a absorvância no número de onda x, assumindo uma linha de base direta entre 

750 e 450 cm-1 [32].  

2.4.3. Espectroscopia Raman 

Os espectros Raman foram realizados em um espectrômetro Raman confocal, 

Bruker Senterra, com um objetivo de 50x e laser de 785 nm como fonte de excitação. A 

baixa densidade de potência do laser foi utilizada para evitar o superaquecimento da 

amostra. Foi utilizada uma resolução espectral de 3 cm-1 e o intervalo utilizado foi de 80-

1050 cm-1. Além disso, a espectroscopia Raman foi realizada usando um espectrômetro 

micro-Raman confocal Renishaw inVia na faixa de número de ondas (100-1500 cm-1) com 

uma objetiva 100x de microscópio confocal e laser de 514 nm como fonte de excitação; a 

resolução espectral foi de 2 cm-1. 

O índice de cristalinidade é quantificado utilizando o pico mais intenso (963 cm-

1) correspondente à vibração de estiramento simétrica do grupo PO4
3-, a partir do qual dois 

parâmetros podem ser caracterizados: a frequência ν e a largura total à meia altura 

(FWHM), Γ. Estes dois parâmetros (Γ e ν) foram obtidos por decomposição dos espectros 

no 800-1100 cm-1, usando padrão e perfis de tipo Voigt ou Pearson para os picos Raman. 

O índice de cristalinidade foi calculado pela seguinte equação: 
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CIRaman = 4,9/ Γ     (5) 

o valor de 4,9 cm-1 corresponde à média do FWHM da apatita magmática padrão [33]. 

2.4.4 Análise termogravimétrica (TG) 

A análises foram realizadas no aparelho SDT Q600 V20.9 Build 20 da TA 

Instruments utilizando aproximadamente 5 mg de amostras com razão de aquecimento de 

10 °C min-1 em atmosfera de Argônio com fluxo de 100,0 mL min-1, em porta amostra de 

alumina na faixa de temperatura de 25 °C a 1000 °C. 

2.4.5 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) e Espectroscopia de energia 

dispersiva (EDS) 

As micrografias das amostras foram realizadas no microscópio eletrônico de 

varredura (MEV) com canhão a emissão por campo, marca FEI, modelo Quanta FEG 250, 

com tensão de aceleração de 1 a 30 kV, equipado com EDS de SDD (Silicon drift 

detectors), marca Ametek, modelo HX-1001, detector Apollo X-SDD. As condições - 

energia, spot, magnificação - estão registradas na parte inferior de cada foto, como escala 

e magnificação (Notação: SE - detector de elétrons secundários 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, por plasma gerado em atmosfera de argônio. Em relação à 

microanálise 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 Laboratório de Pesquisa em 

Microbiologia da UFPI (LPM).  

 2.5.2 Preparo do Inóculo 

A princípio realizaram culturas de bactérias mantidas sob as condições de ágar 

nutriente a 4 ºC. Posteriormente, transferiu-se uma colônia bacteriana para um tubo falcon 

contendo 3,0 mL do meio Brain Heart Infusion Broth a 3% (BHI), seguido de incubação a 

37 ºC por 24h. Em seguida, desta cultura em BHI ocorreu o preparo de uma suspensão 

bacteriana padronizada para uma densidade equivalente a 0,5 na escala Mac Farland, 

aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL (Unidades Formadoras de Colônias - UFC). Assim, 
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efetuou-se, à diluição desta suspensão a 1,5 X 104 UFC/mL para S. aureus e E.coli em 

salina fisiológica. 

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 colônias (UFC). Durante a execução do teste a 

suspensão bacteriana padronizada foram submetidas a diluições seriada tendo como limite 

a obtenção da diluição 10-4 (1,5 X 104 UFC/mL). Posteriormente, 2000 μL desta suspensão 

diluída foram transferidas para um tubo tipo falcon esterilizado, ao qual foi adicionado 

2000 μg do material. Portanto, para determinação do efeito inibitório, 100 μL desta 

suspensão foram transferidos para placas de Petri contendo o meio ágar Blood Agar Base 

(Columbia) e semeadas com o auxílio de uma alça de Drigalsky pelo método spread plate. 

As placas foram incubadas na estufa microbiológica por 24h a 37 ºC, em seguida foi feita 

a contagem das unidades formadoras de colônia (UFC). O experimento realizou-se em 

triplicata para cada uma das concentrações testadas. Para o controle positivo os produtos 

foram substituídos por uma solução salina (2000μL) para posterior comparação com as 

soluções com os produtos testados.  

A porcentagem do efeito inibitório produzido por cada solução-teste foi calculada 

conforme a equação aduzida a seguir:  

                                                                          (6) 

onde ƞ é definido como o efeito inibitório, N1 é a média aritmética das unidades 

formadoras de colônia das placas controle e N2 é a média aritmética das unidades 

formadoras de colônia de cada uma das soluções testadas. 

2.5.4 Ensaio de viabilidade celular (citocompatibilidade) 

O ensaio de viabilidade celular in vitro foi realizado de acordo com procedimentos 

padrão (ISO10993-5: 2009). Tal procedimento foi por MTT brometo de [3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazólio), ensaio colorimetrico. As células (Fibroblasto 

humano GM07492) foram semeadas em placa de cultura de 96 poços, mantidas em meio 

de cultura, enriquecido com SBF e antibióticos, e encubadas em estufa 37 °C em atmosfera 

%100
1

21 x
N

NN 
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umidificada contendo 5% de CO2 e 95% de ar atmosférico. Simultaneamente foram 

preparados os extratos das amostras, na concentração 20mg/mL, mantidos em estufa 37 

°C, por 24 horas. Depois, foi realizada a substituição do meio DMEM pelo extrato, 

realizadas em triplicatas, e mantidas em condições de cultivo por 24 horas. Em seguida, os 

poços foram lavados com PBS (uma vez), e foram adicionados 50 µL de MTT. A placa de 

cultura foi novamente incubada em estufa 37 °C por 4 horas. Após incubação, 100 µL de 

isopropanol foram adicionados aos poços e homogeneizados delicadamente para a 

solubilização dos cristais de formazan. Os valores de densidade óptica (DO) obtidos em 

um comprimento de onda (λ) de 570 nm num espectrofotômetro foram convertidos em 

porcentagens de viabilidade. O valor de DO de cada amostra foi convertido em 

percentagens de viabilidade celular em relação a um grupo controle negativo (DMEM + 

10% FBS = 100% de viabilidade celular) e submetido a análise estatística (ANOVA-

ONEWAY e FISHER'Spost hoc test) em nível de significância de 5%. Foi realizado um 

grupo controle positivo (referência ao efeito citotóxico) pela adição de dimetilsulfóxido 

(DMSO 30% v / v) ao meio de cultura (DMEM + 10% FBS). 

3. Resultados e Discussão 

3.1. Caracterização dos materiais 

3.1.1 Difratometria de Raios X (DRX)  

Os difratogramas da HAp pura e dopadas com diferentes proporções de Ga3+ são 

mostrados na Figura 1. Observamos que os planos específicos que caracterizam a fase 

cristalina da hidroxiapatita (111), (002), (102), (210), (211), (202), (310), (312), (213) e 

(511) estão em destaque e em anuência com a ficha catalográfica JCPDS 001-1008, deste 

modo, sugerindo que o material foi obtido com êxito [35]. 

Vale salientar, que embora modificada a hidroxiapatita com gálio nas proporções 

de 2,5 e 5,0 % ainda são mantidos os planos que indicam a formação da hidroxiapatita e 

consequentemente a não formação de fases secundárias. Além disso, na maior incorporação 

de íons de gálio, o plano proeminente (211) se ampliou devido ao estresse de rede de HAp. 

Além disso, o plano (202) foi ampliando à medida que aumenta a incorporação de íons de 
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gálio em comparação HAp. O tamanho médio de cristalito foi calculado usando PikFit 

(Análise de Material Usando Difração). 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- Padrão de difração de Raios-X das amostras HAp, HAp-Ga-2,5%,  

HAp-Ga-5,0%. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Existem duas formas possíveis de incorporação de metal trivalente na rede 

cristalina de hidroxiapatita: através da substituição heterovalente e através da intercalação, 

por exemplo, formando soluções sólidas de substituição/intercalação. Como a soma dos 

raios iônicos Ga3+ +  NH4
+  =  2,69 Å excede o espaço disponível para 2Ca2+ = 1,98 Å e, 

ao mesmo tempo, os parâmetros da rede não aumentam, significa que quando se usa 

Ga(NO3)3, o gálio forma solução sólida de intercalação e não a substituição. A intercalação 

pode explicar o aumento do tamanho do cristalito de HAp dopadas com gálio. 

Para ser mais eficaz em relação a sugestão da incorporação de gálio na estrutura 

da hidroxiapatita e que não ocorre modificação na fase da hidroxiapatita. Foi realizada a 

identificação da composição das fases pelo refinamento de Rietveld usando o software 

GSAS EXPGUI 2012. Para a coleta de dados do refinamento a variação 2θ foi entre 10° a 

110°, com taxa de varredura de 1° min-1, tamanho de passo de 0,02° e tempo de medição 

de 5s por passo. Os difratogramas obtidos foram comparados com perfis reportados na 

literatura e seus respectivos cartões 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 possível se ter uma estimativa da 

aproximação dos difratogramas do modelo estrutural em comparação com padrões 

disponibilizados no ICSD. A Figura 2 mostra um bom acordo entre os padrões de DRX 

observados e os resultados de ajuste teórico calculados para a HAp-Ga-5,00.  

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

com 5,0% de gálio. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para esse refinamento o valor de χ2 (fator de convergência ou Chi²) foi igual a 

1,966. Esse outro parâmetro qualifica o refinamento como satisfatória, uma vez que o valor 

χ2 calculado foi menor que dois (χ2 < 2) [37]. Para que os resultados obtidos com o 

refinamento sejam considerados aceitáveis, o Rwp deve possuir valores próximos a 10% 

para estruturas tetragonal, ortorrômbica, romboédrica ou hexagonal [38]. Os valores de 

Rwp para a amostra HAp-Ga foi de 11,00%.  

Foi possível detectar que os difratogramas das amostras sintetizadas tiveram 

similaridade com o cartão de número 26205 (ICSD), com estrutura do tipo hexagonal e 

grupo espacial P63/m. Seus parâmetros de célula unitária são:  a = b = 0,943 nm e c= 0,690 

nm e V = 531,39 Å³, os valores dos parâmetros da célula unitária para o cartão padrão nº 

26205 são: a = b = 0,942 nm e c= 0,688 nm e V = 529,09 Å³. Observe que embora a 

quantidade de íon gálio não tenha sido suficiente para causar o surgimento de novos picos 

no DRX, uma variação, nos parâmetros de rede e no volume da célula unitária (cerca de 

0,43%), quando comparados com os valores do cartão, ainda que discreto, sugerem que 
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houve alteração da rede cristalina, confirmando os resultados do DRX. Quando 

comparados com os calculados por Kebiroglu et al., 2017, esses parâmetros (a = b = 0,941 

nm e c= 0,689 nm e V = 572,10 Å³), também se aproximam [39].  

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

Na Figura 3 são mostrados os espectros na região do infravermelho da HAp e da 

HAp dopada em diferentes concentrações de gálio, os espectros mostram vibrações típicas 

da fase HAp. Os espectros mostram as presenças dos modos vibracionais da HAp, a 

pequena banda em 3570 cm-1 é o modo de estiramento característico da hidroxila (O-H) da 

estrutura da hidroxiapatita. As bandas em 3444 cm-1 e 1640 cm-1 indicam a presença de 

estiramento e deformação, respectivamente, do grupo hidroxila da água [40]. As bandas 

entre 1400-1500 e em 875 cm-1 são referentes a vibrações de estiramento e flexão 

assimétricas de grupos 𝐶𝑂3
2−

. Finalmente as bandas de 1000-1300, 965 e 565 cm-1 são 

atribuídas ao estiramento assimétrico, estiramento simétrico e vibrações de flexão 

assimétricas dos grupos 𝑃𝑂4
3−

, respectivamente [41]. 

Figura 3 - Espectros FTIR dos materiais HAp, HAp-Ga-2,5% e HAp-Ga-5,00%. 

 

A comparação do espectro FTIR das amostras dopadas com íons gálio, mostra que 

a incorporação de Ga3+ levou a algumas mudanças no espectro FTIR das bandas HAp, 
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 a 1462, 1418 e 875 cm-1 aparecem com maior intensidade, principalmente no 
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modos vibrações de HAp, possibilitando a indicação que embora modificada com metais 

os modos vibracionais da fase HAp permanece.  

3.1.3 Raman 

Os espectros Raman para Hap e Hap dopada com íons gálio em diferentes 

quantidades são mostrados na Figura 4. O espectro Raman de HAp possui um modo de 

estiramento característico de PO4 ν1 a 961 cm-1, como pode ser visto na Figura 4, que é 

dominante nos espectros das amostras. Além deste modo, dois modos de ν2(PO4), quatro 

de ν3(PO4) e quatro modos de ν4(PO4) também foram resolvidos. Todas as bandas foram 

atribuídas a modos de vibração interna dos grupos fosfato. Os modos dos grupos hidroxila 

pertencentes a moléculas de água foram observados a 630 cm-1. Pela, presente técnica não 

é possível identificar o íon gálio na estrutura da hidroxiapatita. No entanto, a técnica 

corrobora juntamente com o DRX e FTIR que o tamanho do cristal ocorre um aumento o 

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

Figura 4 - Espectroscopia Raman da HAp, HAp-Ga-2,5% e HAp-Ga-5,0%. 

 

A análise espectral mostra a ausência de qualquer fase de cristal de fosfato de 

cálcio no material cristalizado diferente de HAp. E que a largura relativamente maior das 

bandas das amostras da primeira e segunda preparação é indicativa da existência de grupos 

de fosfato estruturalmente desordenados [42]. Isso, só reforça o que já foi citado sobre a 

sugestão da incorporação do íon metálico na estrutura do material. 
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Somado ao já descrito pelas técnicas de caracterizações mencionadas, ao calcular 

o índice de cristalinidade (IC) pelo DRX, obtemos o valor (ICraio-X) = 3,23, 1,30 e 0,57 para 

HAp, HAp-Ga-2,5 e para a HAp-Ga-5,0. O IC calculados pelos espectros Raman (ICraman) 

para as amostras HAp, HAp-Ga-2,5 e HAp-Ga-5,0 foram 0,56, 0,45 e 0,43 [43] e o índice 

de cristalinidade do FTIR (CIFTIR) das amostras HAp, HAp-Ga-2,5 e HAp-Ga-5,0 foram 

6,8, 1,6 e 0,5, respectivamente [44]. Os índices de cristalinidade são baixos para as 

amostras dopadas com gálio enquanto que os índices de cristalinidade da HAp são mais 

altos, indicando que diminui a cristalinidade após o processo de dopagem com íons Ga3+. 

Isso, permite sugerir que o íon gálio de fato foi incorporado na estrutura da hidroxiapatita. 

3.1.4 Análise termogravimétrica  

Apartir das curvas TG verificou-se o comportamento térmico da HAp e dos 

materiais dopados frente ao aquecimento. A curva TG da HAp (Figura 5), mostra a 

diminuição de massa contínua até aproximadamente a 200 ºC, evento esse conhecido como 

a liberação de água fisicamente adsorvida na superfície do material.  Já a perda de massa 

no intervalo de temperatura de 200 ºC até 550 ºC, refere-se a perda massa relacionada com 

remoção de água quimicamente adsorvida. No entanto, na faixa de temperatura entre 575 

ºC e 1000 ºC, valor da temperatura final do experimento, acredita-se que ocorreu a 

condensação de grupos hidroxilas presentes na superfície da HAp pura.   

Figura 5- TG da HAp, HAp-Ga-2,5% e HAp-Ga-5%. 
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Os materiais dopados como pode ser observado na Figura 5 tem uma menor perda 

de massa percentual, essa peculiaridade da perda ainda não se sabe de modo claro a 

natureza e maneira da coordenação das interações da água segundo o Menilkov et al 2017 

[39]. No entanto, é possível verificar que a incorporação do gálio 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% já para HAp o primeiro 

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

3.1.5 Microscopia eletrônica de varredura (MEV) e Espectroscopia de energia dispersiva 

(EDS) 

A microscopia eletrônica de varredura foi empregada uma vez que essa técnica 

promove uma análise das morfologias das amostras, a Figura 6 apresenta a micrografia e 

os pontos onde foram realizadas as análises 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 partículas não uniformes e com superfície 

irregular. Igualmente, as amostras dopadas com gálio em diferentes proporções apresentam 

a formação de aglomerados de partículas não regulares.  

No entanto, é possível inferir pela imagem que as superfícies dos materiais 

dopados tendem a ter uma organização com um aumento no tamanho dos aglomerados. 

Deste modo, somando as outras técnicas de caraterizações tal resultado dessa 

caracterização vem só a complementar que a síntese se procedeu adequadamente. E que, 

embora dopada ainda permanece as características morfológics da HAp. 

Diante disso, identificaram-se as presenças de cálcio, cério, fósforo e oxigênio nos 

materiais sintetizados, a presença de carbono deve-se ao grid de carbono que foi utilizado 

para realizar a caracterização, e a presença de carbonato observado no FTIR. Além disso, 

os EDS das amostras dopadas mostram a presença de gálio o que leva a confirmação da 

dopagem, ver Tabela 1. Portanto, não só identifica como ratifica a presença dos elementos 

característicos da HAp e dopada com gálio, 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%. 

  

 

A partir dos resultados da porcentagem atômica dos elementos presentes nas 

amostras HAp, HAp-Ga-2,5%, HAp-Ga-5,0%, foram calculada as seguintes razões: Ca/P 

1,57; (Ca+Ga)/P = 1,66 e (Ca+Ga)/P = 1,56 para HAp, HAp-Ga-2,5%, HAp-Ga-5%, 

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

formação de hidroxiapatita com uma razão Ca/P satisfatória.  
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Tabela 1 - Percentagem atômica semi-quantitativa de HAp e HAp contendo com Ga obtida 

por EDS. 

 

 

 

 

 

3.2 Ensaios biológicos 

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) estão na Figura 7. Verificou-

se que há um aumento na atividade antibacteriana dos materiais dopados quando 

comparados a HAp, tal afirmação é aplicável as duas bactérias gram-positiva e gram-

negativa. No entanto, o material dopado com gálio a 5,0% apresentou uma maior atividade 

antibacteriana que em termos de percentagem corresponde a 74% do efeito inibitório para 

as cepas E. coli (ATCC 25922) e 45% S. aureus (ATCC 25923).  

Figura 7 – Gráfico do efeito inibitório das amostras HAp, Hap-Ga-2,5%, HAp-Ga-5%-5 

sobre cepas padrão de S. aureus (ATCC 25923) e da E. coli (ATCC 25922). 
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Já para o material dopado com gálio 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 gálio 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 inibitório de 74%. Esses valores das porcentagens de inibição estão 

melhores dispostos nas Figuras 7, 8 e 9. 

Figura 8 – Imagens das placas mostrando o efeito inibitório das amostras HAp, Hap-Ga-

2,5%, HAp-Ga-5,0% sobre cepas padrão de S. aureus (ATCC 25923). 

    Controle  

S. aureus (ATCC 25923 
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Figura 9 - Imagens das placas mostrando o efeito inibitório das amostras HAp, Hap-Ga-

2,5%, HAp-Ga-5,0% sobre a cepa padrão E. coli (ATCC 25922). 

Controle 

E. coli (ATCC 25922). 
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Os resultados de inibição 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 íon Ga3+ 

incorporado na estrutura da HAp e que o maior destaque é para a dopada com gálio 5,0%.  



 

86 

Portanto, a quantidade de íon metálico na estrutura é o principal responsável por 

esse sucesso na inibição das cepas bacterianas E. coli (ATCC 25922) e S. aureus (ATCC 

25923) uma vez como já supracitado embora não esteja explicado com certeza o 

mecanismo de interação entre o material e a bactéria, porém, é mais que evidente o 

entendimento que há interações entre a parede celular da bactéria e o íon metálico e que 

provavelmente o aumento do íon gálio melhora a inibição do crescimento das bactérias. 

 Tal material mostra-se como uma via possível de aplicação em aplicações frente a 

inibição de cepas bacterianas gram-negativas. Esse aumento na atividade antibacteriana 

frente as cepas, ocorre devido a incorporação do gálio na estrutura da hidroxiapatita, 

embora não se saiba com clareza como ocorre a interação entre o material e bactéria. Assim, 

esse resultado pode ser explicado pela a ação antibacteriana dos íons Ga3+, que se baseia 

na substituição de íons Fe3+ e pelo consequente bloqueio de muitas reações e enzimas redox 

importantes dentro de células bacterianas [27,45].  

 Na literatura aponta que tal mecanismo seja entre as interações entre o íon gálio 

presente na estrutura da hidroxiapatita com os constituintes das paredes das células 

bacterianas, quais sejam, peptídeos, de modo, que ocorra interações de oxirredução e/ou 

espécies reativas de oxigênio, dentre outras, promovendo assim, um desequilíbrio referente 

a permeabilidade da célula e consequentemente a ocorrência do apoptose, tendo assim um 

efeito inibitório de bactérias satisfatório [46]. 

 De um modo geral, o que pode ser aferido é que o material dopado com gálio e, 

especificadamente, na porcentagem de 5,0% é um dispositivo promissor para a engenharia 

de tecido ósseo e outras aplicações, uma vez que tem resultados favoráveis frente a inibição 

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 gálio foram avaliadas 

pelo ensaio de MTT onde o resultado está apresentado na Figura 10 pela conversão das 

absorbâncias 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, já para os materiais dopados a viabilidade celular apresentada foi mais de 60%. 

Vale destacar, que os valores para Hap-Ga-5,0% é bem próximo do valor do controle 

positivo não apresentado diferenças estatísticas. Assim, tais materiais sintetizados não 
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provoca a morte celular e que pode serem usados em regeneração óssea sem comprometer 

danos celulares. 

Figura 10 – Citotoxicidade em células fibroblasto GM07492 expostas aos materiais 

sintetizados. 

 

 Portanto, aos materiais dopados, além de possuir atividade antibacteriana 

favorável, não têm efeito tóxico sobre as células, sugerindo assim, que suas propriedades 

biológicas, permitem que tal material possa ser aplicado como um dispositivo adequado 

no reparo ósseo. 

4. Conclusão 

As caracterizações demonstram que após dopagem com gálio nas diferentes 

proporções a morfologia não muda a cristalinidade do material. Nesse contexto, o teste de 

atividade antibacteriana frente as cepas das bactérias Staphylococcus aureus e Escherichia 

coli demonstraram a eficácia dos materiais sintetizados uma vez que os materiais dopados 

apresentaram melhores resultados de inibição e, em especial o Ga3+ presente na proporção 

de 5%, por ter um melhor desempenho significativo na atividade inibitória de em torno de 

29% (74% do efeito inibitório para as cepas E. coli e 45% S. aureus) quando comparado 

ao material não dopado. Ademais, o teste de citotoxicidade garante uma maior 

confiabilidade do material por não ser tóxico reforçando que o seu uso como um dispositivo 

na substituição óssea é de suma importância e especialmente ao material dopado na 

proporção de 5 % de gálio por apresentar aproximadamente 100% de viabilidade celular. 
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Resumo 

A perda óssea é um problema de saúde pública podendo ser originadas por vários fatores. 

Uma das principais causas é a osteoporose doença caracterizada pela redução da massa 

óssea e da deterioração microestrutural do tecido ósseo. Diante disso, terapêuticas são 

empregadas, como, medicamento, autoenxerto, aloenxerto e xenoenxerto. No entanto, nem 

sempre obtendo sucesso devido a infecções, incompatibilidade, dentre outros., A 

hidroxiapatita por ser um material semelhante ao osso humano se destaca. Além disso, pode 

ter suas propriedades biológicas melhoradas com a incorporação de íons metálicos na sua 

estrutura. O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da hidroxiapatita 

incorporada com íons gálio ou cério na reparação óssea, após aplicação em defeitos ósseos 

nas tíbias de ratas com osteoporose induzida. No estudo, foram realizados defeitos ósseos 

de 2 mm de diâmetro em 72 animais. Após 15 e 30 dias dos implantes, as amostras foram 

analisadas por Micro-CT, Raman e histologicamente. As caracterizações mostraram que os 

animais que tiveram os defeitos preenchidos com os materiais apresentaram neoformação 

óssea mais expressiva do que o grupo controle negativo. Demonstrando, que a 

hidroxiapatita incorporada com íons de cério ou gálio possuem potencialidade na 

regeneração óssea em defeitos de ratas com osteoporose. 

Palavras-Chave: hidroxiapatita, osteoporose, regeneração óssea, gálio, 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. Introdução 

Um dos fatores limitantes em cirurgias reconstrutivas é o preenchimento de defeitos 

ósseos. Dentre as várias causas que podem acarretar os defeitos ou fraturas ósseas, destaca-

se a osteoporose. A osteoporose é uma doença osteometabólica relacionada à idade e 

caracterizada pela perda de massa óssea e deterioração microestrutural do tecido ósseo, a 

um nível crítico para fraturas. Logo, é um problema de saúde pública em virtude do 

aumento da população idosa, acometendo principalmente as mulheres devido à menopausa, 

uma vez que sofrem com a perda óssea adicional [1]. Acredita-se que, em média, 50% das 

mulheres com idade igual ou superior a 50 anos devam sofrer fratura em decorrência a 

osteoporose ao longo da vida [2]. 

Diante deste quadro, várias medidas de tratamento, medicamentosos ou não, são 

empregadas, para dirimir tal problema. Além disso, com o auxílio 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 aplicação, 

tais como, elevado risco de infecções e incompatibilidade biológica. Devido às dificuldades 

para o uso do autoenxerto, aloenxerto e xenoenxerto, materiais biotivos estão recebendo 

atenção crescente [3-5]. 

A hidroxiapatita é um material bioativo muito usada em processo de regeneração 

óssea, uma vez que é similar ao constituinte inorgânico do osso humano, além disso, 

possuem propriedades biológicas satisfatórias [6-7].  A estrutura desse biomaterial permite 

a substituição de íons de cálcio por outros íons, tal como, o do gálio (Ga3+) e cério (Ce3+). 

Isso pode, de forma desejável, promover o melhoramento do biomaterial no tocante as suas 

propriedades biológicas, físico-químicas, propriedades mecânicas e antimicrobianas [8-9].  

Estudos com os íons de magnésio, estrôncio e zinco revestindo materiais cerâmicos 

demonstraram efeitos satisfatórios em regeneração óssea nos animais com fraturas 

provocadas por osteoporose [10-15]. Este trabalho teve por objetivo avaliar o efeito da 

hidroxiapatita incorporada com os íons gálio (Ga3+) ou cério (Ce3+) na reparação óssea 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 Comitê de Ética de Uso 

de Animais da Universidade Estadual do Piauí (CEUA/UESPI) nos termos da lei n° 

11.794/2008, sob o processo de número 0097/2017 (ANEXO). 
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2.2 Animais  

Utilizaram-se Rattus norvegicus linhagem Wistar, fêmeas, com idade de 8 

semanas, pesando 200g ± 40g, oriundos do biotério da Faculdade de Ciências Médicas da 

Universidade Estadual do Piauí (FACIME/UESPI). Durante o experimento, cada animal 

foi mantido em caixas de polipropileno, sob condições 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 íons gálio ou cério foram obtidos 

pelo Laboratório Interdisciplinar de Materiais Avançados da Universidade Federal do 

Piauí (LIMAV-UFPI) e caracterizados pelas técnicas de DRX, XPS, FTIR, MEV-EDS, 

Raman e TG. Selecionaram-se os materiais dopados a 5 % para gálio ou cério devido ter 

apresentado propriedades biológicas melhoradas conforme demonstrados nos capítulos 2 

e 3. Utilizaram-se a forma de pó para os experimentos em animais.  

2.4 Grupos experimentais 

Os animais foram distribuídos em 04 (quatro) grupos com 09 (nove) animais, cada 

grupo, em dois tempos pós-operatórios, de 15 (quinze) e 30 (trinta) dias. O grupo Sham 

(CS), onde foi simulada a ovariectomia; o grupo Controle Coágulo (CC), em ratas 

ovariectomizadas, ficando o defeito preenchido por coágulo, sem nenhum tratamento; 

grupo gálio (OVX-HAp-Ga), em ratas ovariectomizadas, onde os defeitos críticos foram 

preenchidos com hidroxiapatita incorporada com gálio e o grupo do cério (OVX-HAp-Ce), 

em ratas ovariectomizadas, onde os defeitos críticos foram preenchidos pela hidroxiapatita 

incorporada com cério. O experimento foi realizado no Laboratório do Núcleo de 

Biotecnologia e Biodiversidade da Universidade Estadual do Piauí-UESPI. 

2.5 Procedimento cirúrgico 

Para realização dos procedimentos cirúrgicos das ovariectomias, os animais 

receberam atropina por via cutânea, na dose de 0,04 mL/100 g, após 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 proporção 

de (2:1) 0,1 mL /100 g de peso vivo e colocadas em decúbito lateral. Em cada lado, na 

região do flanco se realizou uma incisão de 1,0 a 1,5 cm incidindo sobre a pele e tecido 

celular subcutâneo. Após isso, foi feito a abertura da cavidade peritoneal por 

divulsionamento das camadas musculares e peritônio. Por meio de cada incisão foi 
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localizado o ovário correspondente. Assim, realizou uma ligadura na junção útero-tubárica, 

envolvendo toda a vascularização do ovário, e secção da tuba e demais estruturas entre a 

ligadura e o ovário, o qual foi removido. O corno uterino foi recolocado na cavidade 

abdominal e posteriormente feita a sutura da incisão em planos separados.  

Após 60 (sessenta) dias da ovariectomia, procedimentos cirúrgicos foram 

realizados para produção dos defeitos ósseos em tíbias dos animais. Utilizando uma broca 

de esférica de aço n° 8, montada em um micromotor cirúrgico Lb-Beltec, e irrigação com 

soro fisiológico, foi realizado um defeito ósseo na porção lateral da tíbia de cada animal, 

monocortical com diâmetro de 2 mm e profundidade até atingir o canal medular. 

Apenas os defeitos dos grupos do gálio e do cério foram preenchidos com a 

hidroxiapatita incorporada com gálio ou com o cério, respectivamente. A pele foi suturada 

com fio de nylon 4.0, agulhado. Após o procedimento cirúrgico, 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 pós-operatórias. A temperatura 

ambiente foi controlada entre 21 a 26 ºC. 

Os animais foram mantidos no biotério da FACIME/UESPI durante os períodos 

experimentais, com ração padrão e água ad libittum e foram observados periodicamente 

para verificar se ocorreram anormalidades comportamentais e sistêmicas. 

2.6 Processamento tecidual 

Ao final do período experimental, para os dois tempos pós-operatórios, 15 

(quinze) e 30 (trinta) dias para cada grupo, os animais foram eutanasiados de acordo com 

os princípios éticos adequados (COBEA) para a dissecação das amostras que foram 

submetidas à análise. A eutanásia foi realizada com superdose da associação anestésica de 

xilazina (10 mg/kg) e ketamina (80 mg/kg) preparados na mesma seringa e administrados 

por via intramuscular profunda. Após período de latência, e imediatamente após 

constatação de parada cardiorrespiratória, as peças com áreas de interesse foram removidas 

e fixadas em solução de formol neutro a 10%, lavadas e descalcificadas em solução de 

ácido fórmico a 30%, após colocadas em gás nitrogênio para posterior análise através de 

Microtomografia computadorizada, espectroscopia Raman confocal e histológica.  

2.7 Dosagem de cálcio 

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

aleatória em média 2 (dois) animais por grupos. A análise sanguínea dos animais foi 

realizada no Laboratório de Análises Clínicas do Hospital Universitário da Universidade 
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Federal do Piauí. As amostras de sangue coletadas foram submetidas à centrifugação em 

3500 rpm por 5 minutos e o soro foi separado para dosagem do cálcio. 

2.8 Análises Estatísticas  

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o programa GraphPad Prism 

versão 5.0 (GraphPad Software, La jolla, CA, EUA).  Para análises dos dados utilizou-se 

o teste t de Student,  expressos como médias e desvio padrão. Para todos os testes foi 

considerado um nível de significância de 5%.  

2.9 Espectroscopia Raman Confocal 

Os espectros foram obtidos usando o microscópio Senterra Confocal Raman 

(Bruker) acoplado a um dispositivo de carga acoplada (CCD). O laser foi utilizado em 785 

nm, excitação de comprimento de onda, com uma lente de 40 × para a observação das 

amostras. O sinal Raman foi coletado por um CCD e registrado em um computador 

conectado ao sistema. A potência absorvida pela amostra é de aproximadamente 20 mW 

com duas integrações de 10 s cada (aproximadamente 20 s por espectro). A resolução 

espacial axial foi de 5 μm 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 região cortical para servir 

o controle positivo. Para eliminar a fluorescência dos espectros, um polinômio de quarta 

ordem foi realizado para cada espectro nas regiões de 900-1200 cm-1 e 2700-3500 cm-1. 

Este procedimento foi realizado utilizando o PeakFit para caracterizar alterações em 

componentes minerais do osso neoformado [16]. 

2.10 Análise Histológica 

Espécimes da tíbia incluindo a área correspondente ao defeito ósseo foram fixados 

em formalina tamponada neutra durante a noite, seguindo-se a descalcificação com EDTA 

por duas semanas. Após a descalcificação, os espécimes foram submetidos a 

processamento histológico de rotina desidratados, desparafinizadas e embebidas em 

parafina a 58°. Cortes de 5µm foram realizados em micrótomo e corados com hematoxilina 

e eosina (H.E.) para exame de microscopia óptica. 

2.11 Análise por Microtomografia Computadorizada 

As áreas de interesse das tíbias, com os defeitos, foram escaneadas utilizando a 

microtomografia computadorizada (µCT-SkyScan 1172, Bruker, USA) com os seguintes 

parâmetros de aquisição, 80kV, 120µmA, 14µm, 0,5 mm filtro Al, 0.3˚ parcela de giro e 3 

frames. Para a reconstrução dos volumes o software NRecon (µCT-SkyScan 1172, Bruker, 

USA) foi utilizado com as seguintes correções de artefato: 2 de suavização, 5 de redução 
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de artefatos em anéis e 20% de redução de fenômeno de endurecimento do feixe. As 

imagens reconstruídas foram reorientadas no software Dataviewer (µCT-SkyScan 1172, 

Bruker, USA), para a visualização em posição padrão (axial) de todos os defeitos. Para 

análise dos parâmetros de qualidade óssea o CTAn (µCT-SkyScan 1172, Bruker, USA) foi 

utilizado, a região de interesse analisada consistiu em uma estrutura em formato de disco, 

com 2 mm de diâmetro e 50 cortes axiais de altura. Por meio do software CTVox (µCT-

SkyScan 1172, Bruker, USA) as imagens tridimensionais foram geradas e editadas. 

3. Resultados e Discussão 

3.1 Dosagem de cálcio 

O parâmetro hematológico está demonstrado na Figura 1, e será considerado como 

referência para avaliação dos resultados em procedimentos experimentais que utilizarem 

roedores do Laboratório da UESPI. A adoção de tal medida é devido a literatura apresentar 

discordâncias entre os valores obtidos para os parâmetros hematológicos e bioquímicos. 

Em virtude disso, é pertinente a relevância de estabelecer valores de referência para cada 

biotério ou laboratório [17].  

Figura 1 -  Dosagem da concentração de cálcio para as ratas wistar. 

 

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

 

Deste modo, foi possível avaliar pela dosagem de cálcio que as ratas Wistar 

submetidas a ovariectomia apresentaram uma redução significativa na quantidade de cálcio 

quando comparada com as ratas Wistar do controle positivo. Portanto, ratificando que o 

processo de indução de osteoporose se procedeu de forma satisfatória.  

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

ósseo é evidente que a diminuição na quantidade de cálcio sugere uma perda de massa 
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óssea, consequentemente, alteração na microarquitetura óssea, tornando-a mais frágil o 

osso, portanto, mais susceptível a fraturas.  

Essa tendência na redução de cálcio é evidente para os grupos das ratas que foram 

realizadas ovariectomias, quais sejam, grupo do coágulo, grupo do cério e do gálio, pois 

estatisticamente apresentam diferenças significativas quando comparados com ao grupo 

sham (controle positivo). No entanto, os grupos que foram submetidos a ovariectomias   

não apresentam diferenças significativas o que mostra ser satisfatório o resultado. Assim, 

a dosagem de cálcio permite inferir que a indução da osteoporose por ovariectomia ocorreu 

de forma desejável. 

3.2 Espectroscopia Raman do tecido ósseo  

A Figura 2 apresenta o espectro de Raman do tecido ósseo dos 04 (quatro) grupos 

de tratamento (CS-controle sham; CG-controle coágulo; OVX-Hap-Ga e OVX-Hap-Ce); 

os grupos, após a eutanásia aos 15 dias (a) e 30 dias (b). O Espectro Raman do tecido ósseo 

correspondente ao valor de 960 cm-1 indicou diferenças relevantes entre os grupos. Os 

espectros mostraram que os grupos tinham as mesmas posições de pico, mas as 

intensidades diferentes estatiscamente. Os grupos OV-Hap-Ga e OVX-Hap-Ce apresentam 

maiores intensidade de pico e os grupos CS e CC as menores intensidades para ambos os 

períodos de avaliação. 

Figura 2 -  Espectro do Raman 15 dias para os grupos controle positivo (Osso), 

OVXCE15, OVXGA15, SHAM15 e OVXCOAG15. 
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[18]. Para cada grupo, a intensidade média do pico em 960 cm-1 foi calculada. Os resultados 

da espectroscopia Raman obtidos da região cortical do osso nos períodos de 15 e 30 dias 

após a cirurgia será mostrado nas Figuras 2 e 3. 

Figura 3 -  Espectro do Raman 30 dias para os grupos controle positivo (OSSO), 

OVXCE30, OVXGA30, SHAM30 e OVXCOAG30. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Diante disso, os espectros do Raman indicam que os grupos OVX-Hap-Ga e 

OVX-Hap-Ce com 30 dias apresentam mineralização óssea bem-sucedida. E que a maior 

intensidade no pico 960 cm-1 para o grupo mencionado pode estar associada com maior 

deposição de cálcio e maturação óssea significativa. Isso, permite apontar que a 

hidroxiapatita incorporada com íon gálio ou cério potencializa o processo de osteogênese 

em defeitos causados por osteoporose.  

A análise estatística dos dados do pico de fosfato (960 cm-1) no 15° (décimo 

quinto) dia mostrou uma área significativamente maior no grupo CS do que no CC 

(p<0,05).  Áreas 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 área integrada não foi 

estatisticamente diferente entre os grupos OVX-HAp-Ga e OVX-HAp-Ce (p > 0,05). 

Entretanto, há diferença estatística na área entre o grupo OSSO em relação às áreas dos 

demais grupos. Após o 30º (trigésimo) dia, os grupos apresentaram estatisticamente mesmo 

o comportamento 15° (décimo quinto). No entanto, os grupos OVX-Hap-Ga e OVX-Hap-

Ce estatisticamente não há diferenças (p > 0,05). A quantidade de hidroxiapatita no osso 

mostrou uma gradação clara com o aumento da área de fosfato na ordem crescente 
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COÁGULO > SHAM > OVX-Hap-Ga = OVX-Hap-Ce > OSSO, em ambos os períodos, 

conforme a Figura 4 e 5 

A análise por espectroscopia Raman foi utilizada para avaliar o conteúdo mineral 

do osso após os defeitos ósseos, uma vez que análise é mais específica para identificar a 

composição química da hidroxiapatita [19]. Devido a isso foi possível obter espectros de 

Raman e a intensidade do pico do osso neoformado após 15 e 30 dias e sugerir que os 

grupos OVX+CÉRIO E OVX+GÁLIO, apresentaram formação óssea estatisticamente 

superior ao grupo SHAM, demonstrando que os grupos que foram aplicados os materiais 

nos defeitos possuem potencialidades em regeneração óssea nas fraturas provocadas por 

osteoporose. Deste modo, é possível sugerir que esses materiais são promissores na 

reparação óssea. 

Figura 4 -  Análise estatística obtida pelo Raman 15 dias para os grupos controle positivo 

(OSSO), OVXCE15, OVXGA15, SHAM15 e OVXCOAG15. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
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+CÉRIO; d=p<0,05 quando comparado ao grupo 

OVX+GÁLIO;  

Figura 5 - Análise estatística obtida pelo Raman 30 dias para os grupos controle positivo 

(OSSO), OVXCE30, OVXGA30, SHAM30 e OVXCOAG30; 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

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+CÉRIO; d=p<0,05 quando comparado ao grupo OVX+GÁLIO 
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3.3 Análise Histológica 

Na análise histológica observou-se que em todos os grupos e etapas de 

experimentação ocorreu neoformação óssea subperiosteal e subendosteal e consequente 

preenchimento do defeito, com discretas variações na remodelagem e maturação entre os 

grupos. Em nenhum dos grupos o tecido ósseo neoformado apresentou padrão 

organizacional secundário ou lamelar, característica do osso maduro. Restos do material 

implantado também puderam ser vistos nos grupos gálio ou cério. 

A análise dos grupos com 15 dias do pós-operatório verificou-se no grupo CS que 

na maioria dos espécimes, neoformação óssea de aspecto trabecular preenchendo o defeito 

ósseo, com uma matriz de aspecto primário ou entrelaçado contendo osteoblastos e 

osteócitos aprisionados, distribuídos aleatoriamente (Figura 6A). 

 No grupo CC a maioria dos espécimes apresentaram neoformação óssea com 

aspecto em geral muito imaturo, com deposição em trabéculas delgadas e irregulares de 

material osteóide não mineralizado (Figura 6B). 

Os defeitos ósseos de todas os espécimes do grupo OVX-HAp-Ga, mostraram 

neoformação óssea intensa. O tecido ósseo neoformado apresentou trabeculado imaturo, 

com numerosos osteoblastos e osteócitos, demonstrando melhor neoformação do tecido 

ósseo com apenas 15 dias quando comparado com os controles, conforme Figura 6C. 

Os espécimes do grupo OVX-HAp-Ce exibiram neoformação óssea, também 

intensa, e de aspecto trabecular, com osteoblastos e osteócitos se distribuindo de forma 

mais espaçada de que no grupo gálio (Figura 6D). 

Segundo o trabalho de Adrielle et al (2018), que consistiu em avaliar a reparação 

óssea após a aplicação em ratos de um scaffold membrana de norbixina estimulado por 

laser, demonstrou pela histologia as células de neoformação óssea para o grupo preenchido 

com o material de forma mais organizada e aspecto lamelar. No entanto, para o grupo não 

preenchido com o material foi observado comportamento de grande quantidade de 

infiltrado inflamatório e menor formação óssea, no período de 15 dias após a aplicação do 

material [20].  

Soma-se ao mencionado no parágrafo, o estudo de Li et al (2017), que teve como 

objetivo avaliar a reparação óssea em ratas com osteoporose induzidas após aplicação do 

fosfato de cálcio incorporado com lítio. Assim, a histologia revelou que os animais em que 

foram aplicados o material teve neoformação óssea. Entretanto, os animais sem o material 

tiveram neoformação óssea menos expressivas apresentado tecido conjuntivo fibroso, após 
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o período de 30 dias [21]. Deste modo, a literatura corrobora com o resultado obtido no 

presente estudo. 

Figura 6 - Em todos os grupos a neoformação óssea trabecular (*) foi de aspecto 

imaturo, com número variável de osteoblastos e osteócitos (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 pós-operatório, apresentou neoformação óssea 

compacta mais ainda não modelada, com aspecto primário, com osteócitos e osteoblastos 

pouco abundantes e espaçados, ocupando quase todo o espaço da área do defeito na maioria 

dos espécimes (Figura 7A). 

A neoformação óssea 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 ósseo. Resultado esperado por ter ocorrido a 

ovariectomia sem preenchimento com nenhum biomaterial, conforme Figura 7B. 

Quando se analisou o grupo OVX-Hap-Ga se verificou, em toda a área do defeito, 

tecido ósseo formado mais compacto embora não totalmente organizado, mantendo um 

aspecto lamelar (Figura 7C).  

Todos os espécimes do grupo OVX-HAp-Ce apresentaram neoformação óssea, 

com áreas predominantemente compactas e matriz pouco organizada ou lamelar contendo 

osteoblastos relativamente escassos, ocupando toda a área do defeito (Figura 7D). 

Em conformidade com o trabalho de Wen et al (2015), que observou a 

regeneração óssea em ratas após a influência do fármaco sinvastatina incorporado na 

hidroxiapatita-titânio. No tocante a histologia foi verificada que os grupos que foram 

aplicados o compósito teve neoformação óssea expressiva. Entretanto, para o grupo onde 

não foi aplicado o material contendo o fármaco teve presença de poucas células 
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características da neoformação óssea, no período de 30 dias após aplicação do material. 

[22]. Desta forma, a literatura corrobora com os resultados obtidos no presente estudo.  

Outro estudo que corrobora com os resultados é o de Zhou et al (2016) avaliou a 

reparação óssea após o implante em ratas dos materiais de hidroxiapatita-titânio 

incorporada com zinco, magnésio e estrôncio. Referente a histologia o grupo que foi 

aplicado os materiais apresentaram neoformação óssea mais evidentes quando comparado 

aos grupos que não foram usados os materiais, no período de 90 dias [23]. Isso, vem de 

forma a dar eficácia que os materiais incorporados com íons metálicos possuem 

propriedades osteogênicas na reparação óssea. 

Portanto, o efeito de osteogênese na formação óssea que contém os materiais 

incorporados por metais na sua estrutura como o estrôncio e lítio. Deve-se a capacidade 

que os íons metálicos têm de regular a recepção e detecção do cálcio de forma a induzir a 

osteogênese pelas células osteoblásticas [24-25]. 

Figura 7 - Em todos os grupos a neoformação óssea compacta (*) e de aspecto primário 

ou lamelar, menos acentuada no grupo CC. A: Grupo CS. Presença de numerosos ósteons 

com centro basofílico. B. Grupo CC. C. Grupo OVX-HAp-Ga. D. Grupo OVX-HAp-Ce. 

H.E., 10x. 

 

3.4 Analise por Microtomografia 

A análise por microtomografia, aos 15 dias do pós-operatório, está representada 

na figura 8, na qual se observa a reconstrução dos cortes onde o grupo CC que ainda possui 

pouco osso neoformado disposto de forma concêntrica da periferia para o centro do defeito. 

Existem áreas com características de reabsorção óssea, quando comparada ao grupo CS, 

onde o trabeculado ósseo permeia o defeito na tentativa de reparação do mesmo.  As 

imagens do grupo OVX-HAp-Ga apresentaram uma reparação óssea atípica, com 

trabeculado ósseo mais denso ou iniciando maturação, 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 deposição de tecido ósseo de 
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forma concêntrica 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 está em acordo com o 

trabalho Xian et al (2016) que teve como objetivo avaliar o efeito na reparação óssea de 

defeitos em ratas, após a aplicação de hidroxiapatita modificada com osteoprotogerina. 

Deste modo, as imagens de Micro-CT revelaram claramente as diferenças entre os animais, 

mostrando neoformação óssea evidente quando comparado com os animais do controle, 

após o período de 30 dias dos implantes [26]. Isso, de forma excelente corrobora o resultado 

revelado pelo presente estudo. 

A percentagem da razão BV/TV revela que estatisticamente não teve diferenças 

relacionadas ao volume de tecido ósseo neoformado entre os gupos CS, OVX-HAp-Ga e 

OVX-HAp-Ce. No entanto, quando comparado ao grupo CC todos os demais são 

superiores estatisticamente (Figura 9). Isso se adequa ao objetivo do trabalho uma vez que 

o gurpo CC foi realizado a ovariectomia e os defeitos não receberam os materiais o que fez 

ter uma menor quantidade de osso neoformado. 

Figura 8 - Micro-CT com imagens representativas da neoformação óssea, aos 15 dias do 

pós-operatório dos grupos CC, OVX-HAp-Ga e OVX-HAp-Ce e CS. Reconstruções 

axiais. 

 

 

 

 

 

Figura 9. A análise estatísticas do volume de tecido ósseo neoformado (BV/TV). 
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Figura 9 - A análise estatísticas do volume de tecido ósseo neoformado após 15 dias dos 

implantes (BV/TV). 

 

Na reconstrução das imagens aos 30 dias do pós-operatório, o grupo CC ainda 

apresenta pouca deposição de tecido ósseo quando comparado aos demais grupos, 

conforme a Figura 10, isto se justifica pela ocorrência de reabsorção óssea causada pela 

ovariectomia dos animais deste grupo. Na análise do grupo OVX-Hap-Ga apresentou um 

volume de tecido ósseo ocupando quase todo o defeito, quando comparado com o grupo 

CS. O grupo OVX-Hap-Ce se apresentou de forma muito semelhante ao grupo OVX-Hap-

Ga também com formação de tecido ósseo em quase todo o defeito. As reconstruções axiais 

apresentam, no grupo CS, um trabeculado ósseo sem muita densidade e em menor 

quantidade que os grupos OVX-Hap-Ga e OVX-Hap-Ce.  

De acordo com trabalho de Zhou et al (2015), que observou a administração de 

um hormônio paratireoide juntamente com implantes de hidroxiapatita-titânio-estrôncio 

em defeitos de ratas com osteoporose induzida. As imagens de Micro-CT revelaram 

claramente a neoformação óssea para os animais com o biomaterial do que para o grupo 

controle [27]. Isso corrobora com o presente estudo. 

A relação entre a razão BV/TV demonstrou por meio de análise estatística que no 

tempo de 30 dias os grupos CS, OVX-HAp-Ga, OVX-Hap-Ce são estatisticamente 

superiores ao grupo CC no tocante a neoformação óssea. O volume de tecido ósseo 

neoformado é 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 não teve diferença 

estatistica. Isso, revela que os animas que receberam os materiais apresentam efeito 

estatisticamente superiores quando comparado aos demais grupos. O que possibilita sugerir 

a aceleração da reparação óssea em implantes com a hidroxiapatita incorporada com íos 

metálicoscério ou gálio (Figura 11). 
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Figura 10 - Micro-CT com imagens representativas da neoformação óssea, aos 30 dias 

do do pós-operatório dos grupos CC, OVX-HAp-Ga, OVX-HAp-Ce e CS. Reconstruções 

axiais. 

 

Figura 11 - A análise estatísticas do volume de tecido ósseo neoformado após 30 dias 

dos implantes (BV/TV). 

 

Portanto, somado as técnicas de caracterizações para avaliar o efeito do material 

na formação óssea de defeitos em ratas usadas neste trabalho, quais sejam, Raman, Micro-

CT e histológico é possível afirmar que a hidroxiapatita incorporadas com os íons gálio ou 

cério, possuem efeito eficaz para neoformação óssea de defeitos em ratas com 

osteoporose.Vale ressaltar, que raros trabalhos faz o uso de íons metálicos na matriz de um 

material para avaliar o efeito no processo de reparação óssea em ratas com osteoporose 

induzida. Isso, mostra a relevância do presente estudo uma vez que pode ser usado para 

qualquer reparação óssea.  
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4. Conclusão 

Dentro dos limites desse estudo, conclui-se que a aplicação dos materiais HAp-Ce 

e HAp-Ga pode acelerar a regeneração óssea de forma que os íons metálicos incorporados 

na matriz da hidroxiapatita potencializa a neoformação óssea. Assim, os resultados das 

caracterizações por Raman e histológico, mostraram a formação de novos tecidos ósseos. 

Para os resultados da micro-CT, tem-se que estatisticamente, ambos os materiais não 

possuem diferenças significativas na reparação dos defeitos produzidos nos animais.  

Portanto, os materiais estudados para preenchimentos ósseo, demostraram-se com 

características promissoras para aplicações em doenças ortopédicas com redução de 

volume ósseo ou nas áreas da engenharia tecidual óssea.  
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Considerações Finais 

O presente tabalho se preocupou com um dos problemas que mais afeta população 

idosa no tocante a sua saúde, que é osteoporose. Essa doença é caracterizada pela perda 

óssea e consequentemente pela fragilidade do osso o que pode causar até fraturas. Assim, 

as buscas na literatura, tais quais, depósitos de patentes, sínteses dos materiais, 

caracterizações e testes in vitro e in vivo, para avaliar o efetio dos materiais na reparação 

óssea em defeitos de ratas com osteoporose induzida, reforçaram que é necessário mais 

estudo para melhores elucidações nos casos de reparação/regeneração óssea.   

É sabido que a hidroxiapatita é amplamente utilizada em aplicações na área da 

regeneração tecidual e biomédica na forma de revestimentos sobre implantes metálicos, 

matéria para produção de enxertos do tecido nervoso e ósseo, agentes de liberação de 

fármaco, proteção de feridas, substratos para cultura celular, imobilização enzimática, 

revestimentos de próteses ou enxertos ósseos, devido à sua excelente biocompatibilidade, 

propriedade de osteocondução e similaridade com o componente inorgânico do osso 

natural, o que foi constatado nesse estudo. Ressata, que o trabalho ainda permite mais 

exploração uma vez que existe outras possibilidades de aplicar os materiais associados à 

polímeros naturuais nas formas de hidrogéis, scaffolds, compósitos, entre outros. 

Portanto, o objetivo do presente estudo foi obido pois a neoformação óssea dos 

animais que receberam os materiais mostrou mais acelerada quando comparada aos demais 

e, isso, permite sugerir que os materiais são considerados promissores na regeneração 

óssea. 
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