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APRESENTACAO

Avangos tecnoldgicos tém dado a populagdo mundial maior expectativa e
qualidade de vida. A area multidisciplinar chamada de engenharia de tecidos tém
combinado conhecimentos da &rea médica com engenharia de materiais e tem ofertado a
populagdo novas estratégias para cuidados relacionados ao tecido 06sseo, com
procedimentos de implantes e préteses, tratando patologias inerentes a populagdo com
idade avangada[1].

Neste cenario, os biomateriais se destacam como material apropriado para
utilizacdo na engenharia de tecidos, pois conseguem reunir em si caracteristicas como
excelentes propriedades mecénicas, biocompatibilidade, além de apresentar similaridade
quimica com o organismo humano[2].

A hidroxiapatita, Caio(PO4)s(OH)2, HAp, estd entre o0s principais
biomateriais utilizados na engenharia de tecido, devido ao fato de ser componente
inbrganico tanto do tecido 6sseo como do tecido dentério. Atualmente, os fatores
motivadores nesse biomaterial estd no fato de serem osteoindutores, osteogénicos e ndo
toxicos [3]. Entretanto, a HAp pode apresentar baixa reabsor¢do do organismo como
também baixa tenacidade quando submetida a esforgos mecénicos[4].

Apesar de todos os pontos positivos citados, substituicdes idnicas se
mostram como alternativa no objetivo de aprimorar as propriedades mecénicas e
biolégicas da hidroxiapatita, ja que ions de Ca?" podem ser substituido por varios ions
divalentes e trivalentes, como o Sr¥*, Mg?*, Zn?*, Ce®*, La*", oportunizando uma
variacdo nas caracteristicas da HAp[5].

O desenvolvimento de novos materiais utilizados na engenharia de tecido tem

passado pela utilizacdo de diversos biopolimeros, que devido a sua origem natural, sdo
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abundantes na natureza, ndo toxicos, e acrescentam caracteristicas como
biodegradabilidade, biocompatibilidade e possibilidade de modelagdo aos novos
materiais, como exemplo, a utilizacéo de polissacarideos, onde pode-se citar a goma do

cajueiro e a goma gelana. [6,7].

Dado o exposto, o referente estudo desenvolvido no doutorado buscou o
desenvolvimento de materiais voltado para aplicacdo na engenharia de tecidos dssea,
conhecido como scaffolds. O estudo se iniciou com pesquisa bibliogréafica acerca da
hidroxiapatita, das rotas de sinteses dos scaffolds com a HAp e das caracterizagdes e teste

utilizados, norteando a pesquisa executada no laboratorio.

Experimentalmente, o estudo iniciou com a sintese da hidroxiapatita,
seguindo para o desenvolvimento de diferentes scaffolds, com as especificidades de cada
scaffold sendo por conta da variacdo da composicdo de cada scaffolds. As variacbes das
composicoes estdo na substituicio de Ca?* da HAp por ions de cério e presenca/auséncia
do biopolimero da goma do cajueiro, j& que a goma gelana sempre esteve presente nas
composigoes.

No estudo, foram desenvolvidos trés scaffolds diferentes. O primeiro scaffold,
0 SH, tem sua composi¢do determinada pela hidroxiapatita e a goma gelana. O scaffold
ScH, tem sua composicao dada por hidroxiapatita dopada com cério — CeHAp — e goma
gelana. O terceiro scaffolds desenvolvido, SHg, traz em sua composicao a presenca de
dois biopolimeros, a goma do cajueiro e a goma gelana, além da presenca da substituicdo
de ions de célcio por ions de cério. A presenca da goma do cajueiro esta atrelada por ser
atdxica, biodegradavel, ser de baixo custo e ter propriedade anti-inflamatoria,
cicatrizante, agente antimicrobiano[8-10], alem de agir como agente adesivo,

caracteristicas enriquecedoras ao scaffold Sye.

Os artigos que seguem revelam as propriedades e caracteristicas dos
scaffolds, mostrando caminhos utilizados para sucesso das sinteses. Se faz necessario
dizer que ainda ha desafios que deverdo ser vencidos, para que em um futuro ndo muito
distante, a tecnologia aqui desenvolvida contribua eficazmente para a melhora da

expectativa e qualidade de vida de todos nés.
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CAPITULO 1: A HIDROXIAPATITA NO DESENVOLVIMENTO DE
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A HIDROXIAPATITA NO DESENVOLVIMENTO DE SCAFFOLDS PARA
APLICACAO NA REGENERACAO OSSEA - METODOS DE OBTENCAO,
CARACTERIZACOES E PROPRIEDADES BIOLOGICAS

L Universidade Federal do Piaui ; mvbeserradossantos@gmail.com
2 Universidade Federal do Piaui: edsonfilho@ufpi.edu.br

Resumo

O desenvolvimento de novas tecnologias vem contribuindo para o aumento da
expectativa e qualidade de vida da sociedade. Dentre as diversas areas em que ocorreram
avancos, um ramo &rea médica e da ciéncia dos materiais tem buscado desenvolver
materiais que auxiliem no tratamento das doencas relacionadas ao tecido 6sseo. Assim
sendo, materiais ceramicos como os fosfatos de calcio, com evidéncia para a
hidroxiapatita, ganharam énfase na area da ortopedia com sua utilizacdo como
biomateriais em proteses, por apresentarem caracteristicas como biocompatibilidade,
osteointegracdo e osteoindugdo. Deste modo, este trabalho traz uma revisdo sobre a
utilizacdo da hidroxiapatita aplicado a engenharia de tecidos através do desenvolvimento
de scaffolds, observando as diversas metodologias de sintese, as técnicas de

caracterizacdes utilizadas e estudos de toxicidade que podem ser aplicados aos scaffolds.
Palavras-chave: Hidroxiapatita, Scaffolds, Revisao.
Abstract

The development of new technologies has contributed to increasing the expectation and
quality of life of society. Among the several areas in which advances have taken place, a
medical and materials science branch has sought to develop materials that assist in the
treatment of bone tissue diseases. Thus, ceramic materials such as calcium phosphates,
with evidence for hydroxyapatite, have gained emphasis in the area of orthopedics with
their use as prosthetic biomaterials, as they have characteristics such as biocompatibility,
osteointegration and osteoinduction. So, this paper reviews the use of hydroxyapatite

applied to tissue engineering through the development of scaffolds, observing the various
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synthesis methodologies, characterization techniques used and toxicity studies that can

be applied to scaffolds.

Keywords: Hydroxyapatite, Scaffolds, Review.

1.0 Introdugéo

O estado saudavel do organismo humano no decorrer da vida depende, entre
outras habilidades, da capacidade de autorregenerar-se das diversas lesGes sofridas nas
mais diferentes partes do corpo no decorrer da vida [1,2]. Aliado a esta realidade, o
desenvolvimento de novas tecnologias tem proporcionado um maior tempo de vida,
consequentemente, maior tem sido a ocorréncia de traumas, lesdes e infeccbes que a

sociedade tem experimentado [3].

Entre as diversas solugdes buscadas para se vencer os obstaculos inerentes a
qualidade de vida citados acima, hd uma area da ciéncia multidisciplinar que utiliza os
principios da ciéncia da vida e de engenharia no desenvolvimento de materiais bioldgicos
para auxiliar a restaurar, regenerar ou até mesmo substituir 6rgaos inteiros do organismo.

Esta &rea é chamada de engenharia de tecidos [4,5].

A ideia de engenharia de tecidos surgiu por volta do ano de 1990 quando o
doutor Joseph Vacanti em parceria com o doutor Robert Langer do Massachusetts
Institute of Technology, MIT, propuseram desenvolver um sistema de entrega de células
sadias a um local lesionado, diferindo de uma técnica existente e bastante aplicada na
época, que é a semeadura de células saudaveis sobre o tecido lesionado, visto que as
condicdes de crescimento celular no local da lesdo sdo adversas devido as propriedades

fisico-quimicas do ambiente serem dificeis de se controlar [4].

Para Langer (1993) a ideia principal da engenharia de tecidos é conseguir
transportar material biologico, como exemplos, moléculas, proteinas, células que
auxiliem na regeneracdo dentro de um material degradavel e poroso. A porosidade é
caracteristica intrinseca e de suma importancia, pois os poros levam as células que atuardo

na regeneracao do tecido lesionado [6].
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O entendimento sobre a engenharia de tecidos se da inicialmente com a
compreensdo dos biomateriais. Segundo Kim (2014) os biomateriais s&o materiais que
tém apresentado grande destaque devido a possibilidade da interagcdo deste com os seres
vivos [7]. Os biomateriais podem ser definidos como um material ou combinagédo de
materiais de origem natural ou sintética que pode ser usado como parte ou o todo de um
sistema em que esteja sendo tratado ou substitua qualquer tecido, 6rgdo ou funcdo do
corpo [7,8].

A definicdo dos biomateriais nos leva a compreender o motivo deles serem
constantemente utilizados nas mais diversas areas da medicina cirdrgica, tais como
urologia, ginecologia, ortopedia, odontologia, cardiologia entre outras [8]. A interacdo do
corpo com o material implantado é crucial para o sucesso da intervencdo, visto que
imediatamente ap0ds a implantacdo de qualquer material externo ao organismo, € iniciado

imediatamente uma reacdo do organismo contra o corpo estranho [9].

A tentativa de combate contra a rejeicdo do organismo ao corpo estranho se
deu inicialmente pela utilizacdo de material do proprio organismo do paciente, processo
conhecido como autoenxerto. Porém a desvantagem desse procedimento esbarrava na
pequena quantidade de material disponivel para utilizacdo [10]. Os aloenxertos e 0s
xenoenxertos apareceram como solucdo para o problema da pequena quantidade de
material do autoenxerto, porém esbarraram em limitacfes como risco de rejeicdo ou de

inoperéncia ap6s o implante [11,12].

Frente as dificuldades citadas acima, alguns biomateriais sintéticos tém se
mostrado como excelente estratégia para se vencer a limitacdo de disponibilidade de
materiais que serdo utilizados como enxerto. Entre os diversos biomateriais sintéticos, a
hidroxiapatita (HAp) tem ganho destaque devido as propriedades quimicas e fisicas que
a tornam semelhante a hidroxiapatita encontrada no tecido 0sseo e dentario [13]. As
caracteristicas que possibilitam a utilizacdo da hidroxiapatita como enxerto se deve as
propriedades de biocompatibilidade, bioatividade e osteocondutividade que esta apatita
pode apresentar [14,15].

A HAp € uma das formas mais comuns dos fosfatos de célcio, e que tem

formula quimica Ca10(PO4)s(OH)2. A HAp é um composto isomorfico, que se cristaliza
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em um sistema hexagonal P63/m, com os parametros cristalograficosa=b = 9,418 A, ¢
=6,881 A, a =P =90° e y=120° (JCPDS N° 9 — 432)[16,17]. A estrutura que a rede
cristalina da HAp estequiométrica pode ser descrita como um compacto irregular de
grupos POs tetraédricos, um conjunto de poliedros CalOg e grupos pentagonais
bipiramidais Ca20OH unidos por grupos de tetraedros regulares de PO4, como mostrado

na figura 1.

() cilcio1
@ cilcio2
©  TFoésforo
@ Oxigeénio
O Hidrogénio

Figura 1: (a) Representacdo da célula unitaria da hidroxiapatita, (b) representacdo da
célula unitaria da hidroxiapatita com destaque para os grupos POa tetraédricos. (c)
representacdo da celula unitaria da HAp com destaque para os poliedros CalOg e grupos
pentagonais bipiramidais. (d) representacdo da HAp em forma poliedral. Fonte: Autoria
prépria com auxilio do software VESTA.

Dessa forma, esta revisdo tem como objetivo oferecer informacdes sobre os
processos de sinteses para o desenvolvimento de scaffolds a base de hidroxiapatita,
trazendo informacdes das principais técnicas de caracterizag¢fes utilizadas para descrever
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os scaffolds, como também de expor alguns testes de biocompatibilidade empregados na

aplicacdo no desenvolvimento de scaffolds na engenharia dssea.

2.0 Desenvolvimento de scaffolds de Hidroxiapatita

O desenvolvimento de scaffolds de hidroxiapatita para aplicacdo na
engenharia de tecido 6sseo passa por diferentes técnicas de sinteses. Os diferentes
métodos de sintese de scaffolds ocorrem para poder variar a morfologia que cada scaffolds
apresentara, como exemplos 0s grdos nanométricos, as estruturas em 3D, 0s pds, os fios
ou ainda em diversos formatos, buscando se obter um scaffold que seja poroso,
osteocondutor, osteogénico, atéxico e biodegradavel. A seguir serd mostrado diferentes
rotas de sintese de scaffolds.

2.1 Secagem a vacuo (Liofilizacao)

O processo de liofilizacdo € uma técnica de secagem amplamente utilizada
para desidratar alimentos, mas que também pode ser usada para secagem de materiais. O
processo € utilizado para remover a dgua através da sublimacao de cristais de gelo, e para
isso, a amostra deve estar a uma temperatura menor que 0 °C [18]. A liofiliza¢do é um
processo baseado em duas etapas, onde a primeira etapa refere-se ao congelamento dos
materiais e a segunda etapa se refere ao processo de sublimacdo dos cristais de agua
presente no material [19].

O processo de liofilizagdo também pode influenciar nas propriedades finais
dos materiais sintetizados. Piazza et al. e colaboradores [19] mostraram que a utilizagéo
da liofilizacdo como técnica de secagem proporcionou a obtencdo de nanocristalitos de
fosfatos de célcio para aplicacdo em regeneracdo 0ssea, pois, diferentemente de outras
técnicas que utilizagdo a precipitacdo, a liofilizagdo resultou em particulas menores
devido a interrupcdo da maturacdo dos cristais na etapa do congelamento [19]. Outra
propriedade que também pode ser alterado com a utilizacdo da liofilizac&o € a porosidade.
Santos et al e colaboradores utilizaram a liofilizag&o para confeccionar scaffold poroso

de hidroxiapatita e gomas naturais [20].

2.2 Lixiviagao (Solvent casting)
A técnica de solvent casting € largamente utilizada na sintese de scaffolds por
obter materiais com elevada porosidade [21]. Utilizada no desenvolvimento de scaffolds
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poliméricos, a técnica apresenta um principio muito simples, onde o polimero é dissolvido
em solvente apropriado, seguido da adi¢cdo de um sal insoltvel & solugdo polimérica.
Posteriormente ocorre a evaporacdo a evaporagdo do solvente, onde o scaffold € lavado

para se retirar as particulas de sal insolUveis presente na estrutura do scaffold[22].

E um procedimento simples, que ndo necessita de equipamentos sofisticados,
e que permite controlar fatores como a porosidade, tamanho dos poros e
interconectividade[22]. Entretanto, algumas desvantagens podem ser citadas, como
propriedades mecanicas limitadas e resquicios de solvente nos scaffolds[21]. Ragunathan
et al. e colaboradores utilizaram a técnica de lixiviacdo para obter scaffolds de
hidroxiapatita com amido polimérico natural na proporcdo de 1:1. Os scaffolds
sintetizados foram eficazes a resisténcias mecanica, apresentando poros com variagéo de
14 a 17 m, reforcando que os tamanhos dos poros estdo relacionados ao sal utilizado no

processo de lixiviagdo[23].

2.3 Robocasting

O robocasting € uma técnica de producédo de scaffolds através da combinacao
de energia sequencial automatizada subsidiada por softwares computacionais, permitindo
assim o desenvolvimento de scaffolds com tamanhos dos poros ajustaveis,
proporcionando a confeccdo de poros interconectados, oportunizando o crescimento
celular, além de permitir uma excelente resposta frente as propriedades mecanicas. Assim
0 robocasting é uma técnica que permite adaptar projetos de acordo com a necessidade
dos tamanhos dos poros e das propriedades mecanicas [24].

Como mencionado acima, 0 robocasting oferece o controle sobre a forma e
tamanho, o que permite o desenvolvimento de scaffolds sob medidas para cada paciente,
ou seja, um scaffold personalizavel e com as caracteristicas singulares de cada individuo
[25]. Vale ressaltar que a utilizacdo de um sistema controlado por software permite um
controle especifico da estrutura dos scaffolds, Ihe conferindo um alto grau de

homogeneidade e reprodutibilidade [24].

2.4 Eletrofiacédo (Electrospinning)
A eletrofiacdo é uma técnica de desenvolvimento de scaffolds utilizada para
a confeccdo de scaffolds composto de fibras ultrafinas de polimeros biodegradaveis. Em
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linhas gerais, a eletrofiacdo é um processo de impressao baseado em bicos onde polimeros
que apresentam alta viscosidade e baixa condutividade sdo guiados através de forca
eletrostatica devido a alta tenséo aplicada entre a fieira e o coletor, fazendo com que essas
fibras tenham morfologia muito mais fina em comparacédo as fibras obtidas por outras

técnicas [26].

Entre as vantagens da utilizacdo da eletrofiacdo esta a elevada area superficial
obtida, somada as boas propriedades biomecanicas. Entretanto, algumas desvantagens
podem ser atreladas a eletrofiacdo, sendo a semeadura celular, além da relacdo inversa
que existe devido a espessura da fibra e o tamanho dos poros, lembrando que as
espessuras das fibras afetam diretamente o as propriedades mecanicas que os scaffolds

apresentaram[21].

3.0 Caracterizacdes fisico-quimicas, mecanica e biologicas aplicadas aos scaffolds
Entender a composicdo e a morfologia dos scaffolds, somado ao
comportamento que eles terdo quando estiverem sendo aplicados para o fim que se
destinam é de extrema importancia para sua avaliacdo e validacao. Dessa forma, algumas
andlises fisico-quimicas, analises bioldgicas e de propriedades mecanicas se fazem
necessarias para compreender as respostas que os scaffolds terdo no organismo. Dessa
forma esta secdo tratard algumas das analises as quais os scaffolds podem ser

caracterizados.

3.1 Difratometria de raios X (DRX)

A difratometria de raios X, DRX, é uma técnica utilizada para se conhecer o
arranjo dos atomos no interior de um sélido. O principio da técnica se baseia na emissdo
de raios X de frequéncia Unica, monocromatica, sobre a amostra pulverizada que sera
analisada, com o sinal da intensidade da difracdo sendo medida através do movimento do
detector em diferentes comprimentos de onda em diferentes angulos. Cada padréao obtido
é caracteristico de cada amostra e pode ser utilizado para identificacdo de cada material

por meio da comparagdo com um banco de dados [27].

O bando de dados que é utilizado para comparacdo com os dados
experimentais obtidos é o banco do Centro internacional para Dados de Difracéo, o ICDD.
O ICDD é um centro que trabalha com a coleta, edi¢&o, publicacéo e distribuicdo de dados
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da difracdo de p0 para auxiliar na identificacdo de materiais. Os dados sdo fornecidos
com base no espagamento do angulo de difracdo e na intensidade da radiagéo
difratada[28].

No desenvolvimento de scaffolds para aplicacdo no tecido 6sseo, 0 DRX atua
identificando a fase do material cristalino, apresentando os planos cristalinos que o
material possui. Santos et al 2019, utilizou a difratometria de raios X para identificacao
da fase de hidroxiapatita no scaffold composto por hidroxiapatita e goma de cajueiro,
podendo assim comprovar a presenca da fase desejada do material ceramico no scaffolds

desenvolvido[29].

3.2 Espectroscopia no Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

A espectroscopia no infravermelho é uma técnica que se fundamenta nas
deformac0es, vibracoes, sofridas pelas ligagdes dos atomos por meio da absor¢do de
radiacdo de infravermelho, radiacdes que tem comprimento de onda tipico de
aproximadamente 1000 nm. As moléculas que tém em sua composicao atomos leves e
ligacOes fortes apresentam frequéncia vibracional maior em comparacdo as moléculas

que tem atomos pesados e ligacoes fracas [27].

A utilizacdo da espectroscopia no infravermelho tem contribuido para
identificar grupamentos ibnicos e moleculares presentes na composi¢do dos scaffolds.
Dessa forma, o espectro obtido contribui para revelar os constituintes dos scaffolds. Em
trabalhos recentes que desenvolveram scaffolds a base de hidroxiapatita, 0s espectros de
infravermelho revelaram a presenca de grupos fosfatos, constituinte da estrutura da
hidroxiapatita. Os espectros também revelaram a presencas do grupamento hidroxila
[20,29-31].

3.3 Microscopia eletrdnica de Varredura (MEV)

A microscopia eletrénica de varredura tem se tornada uma técnica bastante
requisitada por pesquisadores devido aos excelentes resultados alcancados através da
deteccdo das lentes, pois tem permitido se alcangar imagens com elevado poder de
resolucdo para diferentes classes de materiais. A técnica é baseada na desmagnetizacao
de um feixe de elétrons que varre a superficie da amostra. A interacdo entre a amostra e
os elétrons produz diferentes tipos de emissfes, sendo emissdes de elétrons secundarios
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(SEs) que contribuem para a obtencdo das informacgdes morfologicas e emissbes de
elétrons retroespalhados (BSESs), que fornecem informagdes sobre o contraste topoldgico
[32].

No desenvolvimento dos scaffolds, além de revelar a morfologia do material
sintetizado, 0 MEV tem sido uma ferramenta poderosa para se comprovar mais duas
propriedades inerentes a funcdo que sera desenvolvida pelos scaffolds, sendo uma a
presenca de poros na estrutura do scaffold e a capacidade de interacdo do scaffold no

processe de mineralizacdo e desmineralizacdo [20,33].

A microscopia também tem sido ferramenta poderosa no estudo de scaffold
pelo método de sintese de electrospinning, pois as imagens de MEV tém revelado o
desenvolvimento de materiais com poros ordenados, além de mostrar que as fibras

possuem caracteristicas bem definidas [26,34].

3.4 Teste mecanico de compressao

Entender a resposta dos scaffolds a compressdo mecénica é fundamental para
se prosseguir com a sua aplicagdo. Os scaffolds que serdo utilizados na substituicdo 6ssea
devem corresponder com a resisténcia a compressao minima necessaria da mesma forma
que o0 0sso, para assim, serem aplicados como enxerto. E vélido frisar que ossos de

diferentes partes do corpo possuem diferentes valores de resisténcia a compressao [35].

Partindo da referéncia de que a resisténcia mecanica encontrada no 0sso
cortical e 0sso esponjoso sdo diferentes e que elas variam entre os valores de 130-180
MPa e 4-12 MPa, respectivamente, para cada tipo de tecido, tornando possivel direcionar
a qual parte do corpo podera receber o scaffold [36]. E valido ressaltar que o 0sso esponjo
é utilizado como a melhor opgdo em cirurgias de substituicdo Gsseas, pois apresenta
porosidade, além de conduzir a osteogénese. Por essas propriedades, 0 0SS0 esponjoso é

conhecido como padrdo ouro por especialistas na area da ortopedia[37].

3.5 Teste de viabilidade celular
O teste de viabilidade celular é um teste in vitro que permite verificar a
toxicidade dos materiais em relacdo as células através da viabilidade celular em termos

da capacidade das células metabolicamente ativas [38]. O teste ocorre com a utilizagéo
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do reagente brometo de 3-[4,5dimetiltiazol-zil]-2,5-difeniltetrazolio, conhecido também
como MTT. O MTT é um método colorimétrico que se baseia no metabolismo da enzima
mitocondrial succinato desidrogenase, que converte o sal amarelo do MTT em um
cristalino roxo de formazan que é soltvel em agua. O resultado do teste se da através da

medida de comprimento de onda especifico em 550 nm [39].

Sob condi¢bes adequadas, os resultados obtidos sdo diretamente
proporcionais ao valor do nimero de células vivas. E vélido destacar que o MTT é uma
técnica amplamente difundida e aplicada as células de mamiferos, bactérias e fungos.
Entretanto é valido destacar que alguns resultados podem divergir, o que pode gerar até
incoeréncia. As divergéncias ocorridas se devem as novas adaptacGes experimentais que
0 método tem passado por meio da sua aplicacdo em novas metodologias sem que tenha

ocorrido uma otimizacao dos protocolos de MTT [40].

3.6 Teste de atividade hemolitica

O teste de atividade hemolitica tem sido utilizado para quantificar a lise dos
glébulos vermelhos por meio de diluicdes seriadas [41]. Esse teste é aplicado buscando-
se entender a interagdo dos materiais implantados, neste caso, a interagdo dos scaffolds
em relacdo aos fluidos corporais, especificamente o sangue. O teste de atividade

hemolitica determina a extensdo da hemolise provocada pelos materiais [42].

O calculo para se determinar a porcentagem de hemolise é dado pela equacéao

Hemolise (%) = DO(teste) - DO(negativa)- DO(positiva) - DO(negativa)- 100 (eq. 1)

sendo que, DO é a densidade optica da absorc¢ao da luz em um espectrémetro de UV-Vis
no comprimento de onda de 545 nm. A solucdo utilizada para provocar a ruptura em larga
escala das hemacias € o controle positivo (DOositivo)). O controle negativo (DO negativo)) €
obtido através da solucdo de 0,2 mL de sangue diluido em 10 mL de solucdo salina. Tanto
0 (DOgositivo)) €OMO 0 (DO(negative)) € 0 Vvalor da hemdlise sdo encontrados em
espectrometro de UV-Vis no comprimento de onda de 545 nm como citado

anteriormente[42].
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A classificacdo da atividade hemolitica € dada através da comparacdo do
valor da hemdlise provocada pelo material estudado por meio da porcentagem, onde,
materiais que apresentem hemalise menor que 5% s&o considerados materiais altamente
hemocompativeis, ao tempo que materiais com hemocompatibilidade acima de 20% nao

sdo considerados hemocompativeis [20,42].

4.0 Consideracdes Finais

O estudo vem mostrar a diversidade nas rotas de sintese dos scaffolds a base
de hidroxiapatita, e que, dependendo do objetivo e da aplicacdo de cada scaffold
sintetizado, poderd existir uma ou mais rotas de sinteses mais indicadas, o que permitira
variacdo do tamanho de poros e controle da arquitetura do scaffold, como no casso da
sintese por robocasting. Sobre as caracterizac6es aplicadas aos scaffolds, nota-se que suas
utilizacBes passam por comprovar, a nivel molecular, a similaridade e a composicao
quimica com o lugar que serd aplicado, como também a sua organizacdo estrutural,
citando a utilizacdo do DRX e do FTIR. A microscopia se apresenta como técnica que
revelard a morfologia do scaffold, ao tempo em que também revelara a presenca dos poros
na estrutura. Os testes de citotoxicidade, MTT e hemdlise, vem simular como seré a
interacdo do material com o organismo humano, pois 0 comportamento das hemacias e
das células revelardo a presenca ou auséncia de toxicidade do material. Em se tratando de
um candidato a substituinte 6sseo, 0 teste mecanico vem averiguar a resisténcia mecanica,
para garantir que o scaffolds desenvolvido resistira a compressdo no momento do esforco

fisico.
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Resumo

O avanco nas estratégias para tratamentos de defeitos dsseos tem passado pelo
desenvolvimento dos scaffolds. Dentre os materiais utilizados na confecgéo dos scaffolds,
a hidroxiapatita (HAp) sintética consegue simular a HAp encontrada no tecido 0sseo
humano. Substitui¢Bes idnicas tém sido empregadas para aprimorar as caracteristicas da
HAp sintetizada, entre elas pode-se citar a troca idnica de ions Ca?* por Ce®*.
Biopolimeros, como a goma gelana (GG), tem potencializado a utilizacdo da HAp agindo
com agente estruturante na composi¢do. Neste estudo é proposto a sinteses de dois
materiais, o scaffold Si, composto por HAp com GG e o scaffold Sch composto por Ce-
HAp e GG, para ambos serem aplicados em defeitos 6sseo. FTIR, DRX, TG e MEV foram
aplicados para desvendar a composicdo, estrutura e morfologia dos scaffolds, mostrando
que a fase de HAp e o biopolimero estdo presentes nos scaffolds, além de revelar a
porosidade. O teste mecanico mostrou que os scaffolds apresentam resisténcia suficiente
para serem aplicados como 0sso esponjoso, resultados que conferem aos scaffolds
potencial aplicacdo no reparo e regeneragdo 0ssea.

Palavras-chave: Hidroxiapatita, Biopolimeros e Scaffolds.

Abstract

Advances in bone defect treatment strategies have been the development of scaffolds.

Among the materials used to make scaffolds, synthetic hydroxyapatite (HAp) can
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simulate HAp found in human bone tissue and is used in the synthesis of scaffolds. lon
substitutions have been employed to enhance the characteristics of synthesized HAp,
among them the ion exchange of Ca2* ions for Ce®**. Biopolymers, gellan gum (GG), have
potentiated the use of HAp acting as structuring agent in the composition. In this study
we propose the synthesis of two unpublished materials, the scaffolds Sn, composed by
HAp with GG and the scaffolds Scx composed by Ce-HAp and GG, to be applied to bone
defects. FTIR, XRD, TG and SEM were applied to unravel the composition of the
scaffolds, showing that the HAp phase and biopolymer are present in the scaffolds,
besides revealing the porosity of the scaffolds. The mechanical test showed that the
scaffolds have sufficient strength to be applied as cancellous bone, results that give the
scaffolds potential application in bone repair and regeneration.

Keywords: Hydroxyapatite, Biopolymers and Scaffolds.

1.0 Introducéo

Estudos que buscam novas estratégias para auxiliar no tratamentos de defeitos
0sseos tém passados pelo desenvolvimento dos scaffolds [1-5]. Os scaffolds sdo, em
geral, materiais sintéticos provenientes ou ndo da combinacdo de, polimeros sintéticos,
biopolimeros, bioceramicos e até materiais metalicos, que podem ser classificados como
biocompdsitos, desenvolvidos para oferecer suporte estrutural para tecidos debilitados,

através do uso de implantes e préteses [6-8].

Entre as classes de materiais citados, uma bioceramica tem ganho destaque
por sua utilizacdo no desenvolvimento de scaffolds é a hidroxiapatita (HAp) [6]. A HAp
é¢ um mineral ceramico que tem férmula molecular Caio(POa4)s(OH)2 e apresenta
propriedades semelhante a HAp encontrada no organismo humano. Acerca das
propriedades da HAp sintética, pode-se listar a bioatividade, biocompatibilidade,
porosidade e resisténcia mecanica. Por esta razdo a HAp sintética tem sido amplamente
utilizada como biomaterial no reparo e substituicdes de tecidos 6sseo e tambem tecido
dentario [5,9].

Embora as propriedades jA& mencionadas da HAp sintética a torne um
excelente material para aplicagdes na &rea ortopedica e dentéria, a HAp sintética podera
ter suas propriedades aprimoradas por meio de substitui¢Bes idnicas, o que Ihe permitira
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uma diversificacao e direcionamento na aplicacdo[4,10-12]. Na HAp, os ions de célcio
podem ser substituidos por diversos ions que apresentem dupla ou tripla valéncia, como
exemplos La%*, Ce®*, zZn?*, Sr?*, Mg?*, Ti?*. Estas substituices sdo permitidas pela
semelhanca existente nas propriedades periodicas de raio atdmico e eletronegatividade
[9,10,13-17].

Dentre as diversas possibilidade de substituicdo de ions, os ions Ce3* tém sido
amplamente utilizados na composi¢do de farmacos devido sua acdo antibacteriana, onde
a acao biocida ocorre em baixas concentrac@es de cério, acrescido o fato da longa duragéo
do efeito [18-20]. E importante citar que o cério pode ser acumulado no organismo
humano em pequenas quantidades. Logo, a possibilidade de sintese de hidroxiapatita
contendo cério na sua composicdo acaba por gerar a Ce-HAp, com propriedades
antibacterianas, e que em procedimentos cirdrgicos de implantes ou proteses, o material

ja contribuira para se evitar infeccbes pds-operatérias. [4,21,22].

No desenvolvimento dos scaffolds, os biopolimeros acrescentam
caracteristicas fundamentais quando participam da composicdo, que vao da facilidade na
modelagem da estrutura do scaffold as propriedades de biocompatibilidade,
biodegradabilidade e ndo toxicidade. A goma gelana (GG) é um biopolimero atdxico
composto por unidades repetidas do 1,33-D-glucose, 1,4 B-D-acido glucurénico, 1,4 B-
D-glucose ¢ 1,4 a-L-ramnose, que se apresentam de forma linear [23-26]. Este
polissacarideo aniénico é produto da excrecdo de bactérias tipo Sphingonomas elodea
(ATCC31461) atraves de fermentacédo aerobica.

A estabilidade térmica e capacidade de formar géis translicidos apresentadas
pela GG séo propriedades que, somadas as caracteristicas ja citadas, tornam a GG
componente essencial no desenvolvimento dos scaffolds [27,28]. Assim, 0 estudo tem
como objetivo sintetizar e caracterizar scaffolds de HAp e goma gelana, Sw, e Ce-HAp
com goma gelana, Sch, para serem aplicados como enxerto 6sseo. Os scaffolds foram
caracterizados por infravermelho com transformada de Fourier (FTIR), difratometria de
raios X (DRX), analise termogravimétrica (TG), microscopia eletronica de varredura

(MEV) e teste mecanico de compressao.
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2.0 Materiais E Método

2.1 Materiais

O desenvolvimento do scaffold ocorreu com a utilizacdo de hidréxido de
calcio — Ca(OH), (ENSURE®); Fosfato de amonio dibasico — (NH4),HPO, (Sigma-
Aldrich); Nitrato de cério(l1l) hexahidratado — Ce(NO3)3.6H20 (Sigma- Aldrich); meio
DMEM F12 (Sigma- Aldrich); 3-[4,5dimetiltiazol-zil]-2,5-difeniltetrazolio (MTT)
(Sigma-Aldrich); Dimetilsulféxido (DMSO) (Mallinckrodt Chemicals); &gua destilada e
Goma Gelana, gentilmente fornecida pela KelcoGel®. Todos os materiais foram

utilizados sem prévia purificacéo.

2.2 Sintese de HAp e Ce-HAp

A HAp foi sintetizada por meio reacdo de precipitagdo simples, com reagéo
entre as solugdes de hidroxido de calcio e fosfato de amonio dibasico. Para a sintese de
2,0 gde HAp, dissolveu-se 1,4750 g de Ca(OH)2 em 50,0 mL de agua destilada. A solucéo
de Ca(OH). foi misturada com a solugdo de (NH4)2HPO4, preparada por dissolugdo de
1,5775 g de em 50,0 mL de &gua. A mistura permaneceu sob agitacdo magnética por 4
horas a temperatura de 25 °C. Ap0s a agitacdo, solugcdo permaneceu em repouso por 12
horas. A sintese foi continuada com a centrifugacdo do p6é de HAp obtido e posterior
lavagem do material com agua destilada. A HAp foi lavada por 3 vezes, onde cada
lavagem é composta por acréscimo de agua destilada e centrifugacéo. Por fim, a sintese
é finalizada com secagem em estufa a temperatura de 100 °C por 24 horas.

A sintese da hidroxiapatita dopada com ions cério ocorreu através do preparo
de trés solugdes iniciais, onde 1,4077 g de Ca(OH)2, 1,5744 g de (NH4)2HPO4 e 0,4342 g
de Ce(NO3)3.6H.0 foram dissolvidas em 50,0 mL de &gua destilada, cada solucéo
preparada separadamente. As solugdes de Ca(OH). e de Ce(NOs)3.6H.O foram
transferidas para o béquer que continha a solugdo de (NHs)2HPO4, com a mistura
permanecendo sob agitacdo magnética por 4 horas. O processo de repouso, lavagem e
secagem da Ce-HAp ocorreu de forma semelhante a sintese de HAp.

2.3 Preparo dos Scaffolds
Duas formulagdes de scaffolds foram preparadas. O scaffold Sn foi preparado

através da combinacdo de 1,0 g de HAp com 0,20 g de goma gelena. O scaffold Scn foi
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preparado com a mistura de 1,0 g de Ce-HAp e 0,20 g de goma gelana. O preparo dos
dois scaffolds ocorreu de maneira semelhante, sendo que a Unica diferenca no processo é
a utilizacdo de HAp ou de Ce-HAp.

Para o scaffold S, a sintese ocorreu com a mistura dos pos de HAp e GG
através da agitagdo magnética, durando 20 minutos. Apo6s a mistura, 10,0 mL de agua
destilada foi adicionada a mistura dos pds. A solucédo viscosa obtida foi colocada em
moldes cilindricos, seguindo para processo de congelamento a -20 °C por 24 horas. A
sintese foi concluida como processo de secagem a vacuo por 24 horas. Para o scaffold
ScH, 0s p6s misturados foram a Ce-HAp e a GG, com todo o procedimento seguindo a
mesma metodologia do Sh.

2.4 Caracterizag0es fisico-quimicas

2.4.1 Difragéo de Raios-X (DRX)

A determinagdo das fases cristalinas presente nos scaffolds ocorreu atraves
da difracdo de raios X com o LABX — XDR 600, Shimadzu, Cu — Ko (A = 1,5406A) com
2 theta no intervalo de 10 a 75°, taxa de varredura de 2°/min e tempo médio de exposi¢édo
de aproximadamente 40 minutos. As amostras que foram refinadas através do método de
refinamento Rietveld tiveram intervalo 2 theta de 10 a 110°, com taxa de varredura de
1°/min com tempo de exposicdo de 100 minutos.

2.4.2 Espectrofotometria de Infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)
A andlise de FTIR ocorreu em um Espectrométro FTIR modelo Vertex 70 do

fabricante Brucker Optics por ATR para identificar os grupos funcionais presentes na

estrutura dos scaffolds. Cada amostra foi estudada com 64 scans, com resolucéo de 4 cm-

1 em intervalo de varredura de 400 a 4000 cm™.

2.4.3 Analise termogravimétrica (TG)
A estabilidade térmica dos scaffolds foram testadas em equipamento SDT Q
600 V20.9 Build 20 da TA Instruments, com atmosfera de nitrogénio e fluxo de

100mL/min. A taxa de aquecimento foi de 10°/min.
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2.5 Morfologia

O estudo da morfologia dos scaffolds ocorreu através de microscopio
eletronico de varredura (MEV) com canhdo de emissédo por campo, modelo Quanta FEG
250 da marca FEI e tenséo de aceleracdo de 1 a 30 KV. O equipamento vem com EDS de
SDD (Silicon drift detectors), da marca Ametek, modelo HX-1001 e detector Apollo X-
SDD. A deposicao das amostras aconteceu em fita adesiva de carbono de dupla face e
recobertas por ouro através de metalizadora da marca Quorum, modelo Q150R a 20
miliamperes durante 50 segundos, por meio do plasma gerando em atmosfera de argonio.

As analises de MEV e EDS foram realizadas no mesmo equipamento.

2.6 Testes de compressao

O teste de compressao foi realizado para checar 0 médulo de compresséo e o
maodulo elastico apresentado pelos scaffolds. O teste foi realizado com auxilio de maquina
de teste universal, modelo EMIC DL20000, com os scaffolds se apresentando em formato
cilindrico (didmetro médio de 14,00 mm e altura média de 13,50 mm). A taxa de

compresséo aplicada foi de 5 mm/min.

3.0 Resultados E Discusséo

3.1 DRX

Os materiais utilizados no desenvolvimento dos scaffolds e os scaffolds
obtidos foram analisados por difratometria de raios X. A Figura 2 mostra os difratogramas
da HAp, Ce-HAp, GG, SH e Scx. Com o auxilio do software X Pert HighScorePlus, foi
possivel relacionar os difratogramas obtidos experimentalmente com o cartdo
cristalografico JCPDS (Joint Committee on Powder Diffraction and Standards) 00-003-

0747 da HAp, que se mostrou equiparavel com os dados obtidos experimentalmente.
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Figura 1: DRX dos materiais precursores e dos scaffolds. (a) HAp, (b) Ce-HAp, (c) Goma
gelana, (d) Sh e (e) Sch.

A comparacdo dos difratogramas com os dados do cartdo 00-003-0747 revela
a presenca dos seguintes planos na estrutura cristalina (002), (211),(112),(300), (3
10),(130),(221),(222),(231),(321),(411)e(004). A presenca dos planos
citados revela que a sintese da HAp ocorreu de forma satisfatdria. E valido perceber que
0s picos encontrados na HAp também se fizeram presentes na Ce-HAp e nos scaffolds Sk
e Sch, resultado indicador de que todos os materiais obtidos possuem hidroxiapatita em
sua composicéo, e que com a formagéo dos scaffolds ndo houve alteragdes significantes

no difratograma [29-33].

A analise do difratograma da goma gelana revelou a existéncia de pico unico,
alargado e difuso na regido de 26 de 20 °, resposta caracteristica de materiais amorfos que
apresentam baixa organizacdo estrutural como também baixo grau de cristalinidade.
Resposta comumente atribuida a polimeros e biopolimeros [34,35]. Vale ressaltar que a

presenca da goma gelana na composi¢do do scaffold ndo alterou a fase da HAp.
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Partindo do ponto de que a diferenca de composicdo dos scaffolds reside na
presenca/auséncia do cério pela dopagem da HAp, escolheu-se o scaffold Scn para uma
andlise estrutural mais detalhada através do refinamento pelo método Rietveld. Com o
auxilio do software EXPGUI GSAS, o refinamento mostrou que a estrutura cristalina
presente no Scwx € do tipo hexagonal com grupo espacial P/63m e simetria de Laue 6/m,
com o0s seguintes valores para os parametros de rede: a: 9,445529 A, b: 9,445529 A e c:
6,892328 A, com a célula unitaria apresentando volume de 532,536 A%. A Figura 3
apresenta o refinamento executado, que apresentou fator de convergéncia menos do que
2, [1%= 1,576, coeficiente matematico estatistico que indica um refinamento executado

com éxito.

1000
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Figura 2: Refinamento do difratogramas do scaffold Sch.

Os dados obtidos com o refinamento Rietveld forneceram informacdes para
simular a organizacao estrutural da rede cristalina da Ce-HAp presente nos scaffolds Sch.
A simulagdo da rede cristalina ocorreu com o auxilio do software VESTA (Visualization

for Eletronic and Structural Analysis)[36] e apresentada na Figura 4. A dopagem de cério
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na figura simulada é observada através da area hachurada nos atomos de Cal e Ca2, area

que corresponde a 5%.

Calcio 1/Cério 5%
Calcio 2/Cério 5%
Fosforo

Oxigénio

00 @@

Hidrogénio

Figura 3: Simulacéo da rede cristalina do scaffold Sc.

3.2FTIR

Os espectros de FTIR obtidos com as andlises das amostras revelam as
presencas dos grupos idnicos e moleculares que compde a hidroxiapatita e a goma gelana.
A Figura 1 exibe os espectros obtidos. Ao analisar o espectro da HAp pura, é possivel se
observar uma banda em 3300 cm™, sinal que corresponde ao estiramento de OH, presente
na estrutura na HAp. Ja a deformacao referente ao grupo OH pode ser encontrado em
1649 cm™. Bandas em 1050 cm™ e 1098 cm™ provenientes da deformacéo assimétrica
dos grupos fosfatos (POs*) foram encontradas no espectro da HAp. Para o fosfato,
observou-se ainda a deformagdo assimétrica do P — O em 611 cm™. Os resultados

apresentados para a HAp também foram observados para o material Ce-HAp [37].
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Figura 4: FTIR dos materiais precursores e dos scaffolds. (a) goma gelana, (b) Sw, (c)
Sch, (d) HAp e (e) Ce-HAp.

O espectro da goma gelana mostrou uma banda na regido de 3300 cm
relativo ao estiramento do grupamento OH. Na regido proxima a 2920 cm™ observou-se
uma banda larga referente ao estiramento de grupos CH, presente nos monémeros que
constituem a goma gelana. O estiramento referente ao grupamento COO™ apareceu em
1592 cm™. Em 1035 cm™ foi encontrada a banda correspondente ao estiramento do
grupamento C — O — C, presentes nas ligacdes glicosidicas do biopolimero, representando

a estrutura polissacaridica [38,39].

A andlise dos espectros dos scaffolds, Sn e Sch, revelaram a presenca dos
grupamentos presentes em seus precursores. Para o espectro do Sw, observou-se uma
banda em 3300 cm™, banda essa atribuida ao estiramento de grupos OH. A presenca do
fosfato ¢ revelada com as bandas em 1050 cm™ e 1098 cm™, referente aos grupos fosfatos
(P-O e P-O-P). A goma gelana tem sua presenca revelada pela banda encontrada em 2920
cm, atribuida ao estiramento de grupos C-H encontrado nos monémeros do biopolimero.

A banda referente ao grupamento C — O — C presente nas ligacGes glicosidicas aparece
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sobreposta com a banda referente a deformagcéo assimétrica dos grupos fosfatos (PO4>).
O espectro do scaffold ScH apresentou comportamento analogo ao espectro do S, ja que
a diferenca entre eles é a presenca do cério [37-39].

3.3TG/DTG
A estabilidade térmica da GG, HAp, Ce-HAp e dos scaffolds foi estudada

com as curvas termogravimétricas. A Figura 5 mostra as curvas TG dos materiais.
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Figura 5 (a): TG dos materiais e dos scaffolds. (a) TG HAp, (b) TG Ce-HAp, (c) TG Sch,
(d) TG Sh e (e) TG goma gelana.

A analise das curvas TG da HAp mostrou a presenca de um evento téermico
na regido de 100 °C. A perda que acontece se refere a saida de 4gua adsorvida a superficie
da HAp remanescente do processo da sintese. A perda de massa, em porcentagem, tem
um valor de 1,63 %. O comportamento da curva termogravimétrica da Ce-HAp ¢é
semelhante a curva da HAp, com apenas uma perda, sendo ela em aproximadamente 100
°C. O motivo da perda refere-se a agua residual proveniente da sintese, e tem valor de

3,45 %, em porcentagem de massa.
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Analisando a curva TG da goma gelana, pode-se observar dois eventos
térmicos. O primeiro evento esta situado no intervalo de 40 a 121 °C, correspondendo a
uma perda de massa de 5,61 %. Essa perda € atribuida a 4gua presente na estrutura da
goma gelana [40,41]. A segunda perda se encontra entre 214 a 340 °C, com uma perda
de massa de 53,53 %. Esta perda de massa se refere a degradacdo polimérica que ocorre

no polissacarideo [40,41].

O estudo da curva TG do scaffold Sy revelou a presenca de dois eventos
térmicos. O primeiro evento térmico se encontra no intervalo de 40 a 165 °C,
correspondendo a uma perda de massa de 4,28%. A perda é referente a 4gua adsorvida a
superficie do scaffold, e é remanescente da sintese. [42,43]. O segundo evento térmico
ocorre entre 205 e 374 °C. Este evento térmico ocorre devido a quebra da estrutura

polissacaridica da goma gelana. A massa perdida foi de 9,74 % [40,41].

O scaffold ScH apresentou comportamento térmico semelhante ao scaffold Sh,
apresentando dois eventos, o primeiro referente a perda de dgua adsorvida a superficie,
com valor de 4,35 % de perda de massa, ocorrendo de 95,44 a 99,79 °C. O segundo evento
térmico ocorreu entre 205 e 383 °C, com uma perda de 11,91%. Este evento se refere a

quebra da cadeia da goma gelana [40-43].

Apos a exposicdo dos dados de perda de massa dos materiais, pode-se
observar que os scaffolds Sh e Sch apresentam eventos térmicos semelhantes aos
encontrados nas curvas termogravimétrica da HAp, da Ce-HAp e da GG,
individualmente. Essa observacdo ajuda a compreender que 0s materiais presentes no
biocompdsito ndo apresentaram modificagdes nas propriedades térmica em relacdo aos
materiais que o compde, apresentando apenas uma juncéo dos efeitos térmicos dos seus
precursores. As informacdes foram obtidas por meio das curvas DTG, mostrada na figura
5(b).
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Figura 5 (b): DTG dos materiais e dos scaffolds. (a) DTG HAp, (b) DTG Ce-HAp, (c)
DTG Sch, (d) DTG SH e (e) DTG Goma gelana.

3.4 MEV

A microscopia eletronica de varredura contribui para elucidar a morfologia e
a presenca de poros nos scaffolds, ao tempo que o EDS contribuiu para revelar a
composicdo, de forma semiquantitativa. A figura 6 mostra imagens dos scaffolds e os
dados de EDS dos scaffolds Sn e ScH. Analisando inicialmente as microscopias do Sh,
Figuras 6 (a) e 6 (b), é possivel perceber a existéncia de uma camada translucida e lisa,
atribuida a goma gelana, na qual se encontra aglomerados dispersos e de diversos
tamanhos, sendo estes aglomerados atribuidos a HAp. A Figura 6 (a) mostra a camada
translucida com os aglomerados. Outro dado importante apresentado pela Figura 6 (a) é
a presenca de poro, com didmetro de 41 um. A presenca de poros no Sy também é
mostrada na Figura 6 (b), onde os poros variaram o didmetro entre 48 e 154 pm.

Utilizando o software imageJ, foi possivel destacar os aglomerados de HAp no S,
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deixando a HAp na cor verde na figura 6 (b), mostrando homogeneidade na distribuicédo

da HAp na rede polimérica da goma gelana.
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Figura 6: (a) MEV do scaffold Sn, (b) Distribui¢cdo da HAp sobre a GG no Sh, (c) EDS
do Sh, (d) MEV do scaffold Sch, (€) Distribuicdo da Ce-HAp na GG no Sch e (f) EDS do
ScH.

As observacdes acerca do scaffold Scn foram realizadas com analise das
Figuras 6 (d) e 6 (e). O scaffold Sch apresentou morfologia porosa, com a distribuigdo
dos aglomerados de Ce-HAp sobre a rede polimérica da GG, como pode ser vista pelo
destaque da coloracgdo verde na Figura 6 (e). O destaque de cor foi conseguido com o

auxilio do software imageJ. Os poros encontrados possuiam didmetro entre 17 € 99 pm.

Ao se falar de materiais desenvolvidos para aplicacdo em enxerto e
substituicdo Ossea, € necessario ter a presenca de poros aliada a morfologia adequada,
pois 0s poros contribuem com a disseminacdo de materiais biologicos, como moléculas,
fluidos, proteinas e células que irdo atuar na regeneracdo da lesdo [44]. Somado a
existéncia dos poros, o diametro do poro também é fundamental, pois diversos estudo
mostram que o0s scaffolds sintetizados apresentaram éxito na aplicagdo quando 0s
didametros dos poros variam entre 10 a 1000 um [2,45-47]. As propriedades elencadas

acimas sao atendidas pelos scaffols Sy e Sch, propiciando a aplicacdo dos mesmos.

As Figuras 6 (c) e 6 (f) trazem as andlises de espectroscopia por energia
dispersiva, EDS, para os scaffolds Sy e Sch, respectivamente. Uma comparagéo inicial
entre os resultados revela que a diferenca entre elas esta na presenca do cério, Ce. De fato,
a dopagem da HAp com o cério fica comprovada para o scaffold Scn, além de revelar que
a presenca do cério € a Unica diferenca entre eles. Sobre a composicdo, o EDS revelou a
presenca do Ca, P e O, 4tomos constituintes da HAp. Os atomos Mg, Cl, Na e K sdo
provenientes da composicéo do biopolimero goma gelana, dados obtidos através da ficha
de seguranca de produtos quimicos — FISPQ. A ficha de seguranca da goma gelana foi
gentilmente fornecida junto da goma pela KelcoGel®. Os atomos de ouro que aparecem
nos dois EDS sdo provenientes do processo de preparacdo da amostra para analise MEV-
EDS.

Recentemente, diversos estudos estdo fazendo uso dos dados de porcentagem
atomica fornecidos pelo EDS [48-50]. Para este estudo, os dados de EDS mostraram que

a razéo semi-quantitativa de Ca/P para o scaffold Sn foi de 1,78 e o scaffold ScH — (Ca +
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Ce/P) —foi de 1,80. Estes valores de razdo Ca/P dos scaffolds sdo harmdnicos com valores
ja descritos para a hidroxiapatita encontrada no organismo humano, onde a estabilidade
e a cristalinidade da HAp lhes permitem ter uma interagdo com os fluidos corporais
[51,52], resultado diferente do que ocorre quando a razdo Ca/P é de 1,67, onde a HAp

tem elevada estabilidade e pouco interagem com o corpo humano [53].

3.5 Teste Mecénico

E fundamental entender a resisténcia mecanica a compressio apresentada
pelos scaffolds sintetizados, para assim direcionar sua aplicacdo, uma vez que o scaffold
devera vir a sustentar parte do corpo quando aplicado na substituicdo 6ssea. Entretanto,
deve ser levado em consideracdo a proporcionalidade inversa que existe entre resisténcia
a compressao e porosidade para assim se obter um scaffold capaz de resistir a acédo
mecanica, mais que também permita a disseminacdo de materiais biologicos [54]. Assim,
os scaffolds Sn e Scn foram submetidos a ensaio de compressdo em maquina universal

modelo EMIC DL20000, a figura 7 traz o resultado do teste de compresséo.
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Figura 7: Curva de tensdo para os scaffolds Sy e Sch.
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Os scaffolds Sy e Sch apresentaram valores de resisténcia mecénica a
compresséo de 25,38 MPa e 28,87 MPa, respectivamente. A comparacao destes valores
apresentados pelos scaffolds com os valores de resisténcia mecanica a compresséo de
0ss0s do corpo humano mostra que ambos os scaffolds apresentaram resisténcia mecanica
suficiente para serem aplicados na substituicdo de 0sso esponjo, ja que a resisténcia
mecanica do 0sso esponjoso varia entre 4 — 12 Mpa [54,55]. No que tange a resisténcia a
compresséo, a equivaléncia mecanica apresentada pelos scaffolds, comparada a do 0sso
esponjoso, se mostra de grande valia, pois o aloenxerto esponjoso é apontado pelos
cirurgides como a melhor op¢do na substituicdo dssea clinica, ao ponto de ser chamada

pelos especialistas da area como padrdo-ouro[2].

4.0 Consideracdes Finais

O trabalho apresenta a sintese e caracterizacdo de dois scaffolds que
apresentaram grande potencial para aplicacdo na &rea ortopédica. Os scaffolds
apresentaram resisténcia mecanica a compressdo comparavel ao do 0sso esponjoso,
padrdo ouro utilizado por especialistas em cirurgias de enxertos. As caracterizacoes
mostraram que a sintese foi eficaz ao reproduzir a fase da HAp encontrado no 0sso, onde
o0 DRX revelou a similaridade entre as fases da HAp sintética com a HAp encontrada no
organismo humano. O FTIR revelou a presenca das ligacGes quimicas existentes no
scaffolds, consolidando o resultado apresentado pelo DRX. A microscopia eletronica de
varredura revelou a existéncia dos poros, requisito indispensavel para aplicacdo do
material como scaffolds, ao tempo que o EDS apresentou a razdo Ca/P = 1,78 e 1,80 para
0 SH e Sch, respectivamente. As caracterizagcGes vém comprovar o sucesso da sintese do
material, como também mostrar que os scaffolds apresentaram resisténcia mecanica

suficiente para aplicacdo em substituicdo ao 0sso espon;joso.
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Resumo

Hidrixiapatita (HAp) € um material ceramico que participa da composi¢do da fase
inorganica dos 0ssos. As substituicdes idnicas melhoram as caracteristicas do HAp, por
exemplo, ions de célcio (Ca?*) por ions de cério (Ce®*"). O uso de HAp é potencializado
através de biopolimeros, goma de caju (GC) e goma de gelana (GG), uma vez que 0
CG/GG sao agentes organizadores na modelagem de biocompdsitos estruturados,
scaffolds. O biocompdsito Ce-HApGC foi sintetizado utilizando um método de
precipitacdo quimica. O material obtido foi congelado (—20 °C por 24 h) e seco a vacuo
por 24h. O Ce-HApGC foi caracterizado por DRX, XPS, FTIR, TG, DTG, microscopia
eletronica de varredura de emissdo de campo (FESEM) e espectroscopia de energia
dispersiva (EDS). DRX e FTIR mostraram que Ce-HApGC foi sintetizado com sucesso.
DRX mostrou picos caracteristicos em 26=25,87 e 32,05, correspondendo aos planos
cristalinos (0 0 2) e (2 1 1), respectivamente, enquanto as bandas de fosfato estavam
presentes em 1 050 cm™ e 1 098 cm™, indicando o sucesso da sintese do compdsito.
FESEM revelou a presenca de poros e de granulos nanoestruturados de Ce-HApGC. O
teste mecanico identificou que Ce-HApGC tem uma resisténcia a compressao semelhante
a forca do 0sso esponjoso e a de alguns aloenxertos usados em procedimentos cirdrgicos.
Testes in vitro (MTT e hemdlise) mostraram que o scaffold ndo foi téxico, e que
apresentou baixa atividade hemolitica. Assim, o Ce-HApGC tem potencial para aplicacao

em engenharia de tecido 6sseo.
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Palavra-chave: Fosfato de Calcio, dopagem e scaffold.

Abstract

Hydroxyapatite (HAp) is a ceramic material composing the inorganic portion of bones.
lonic substitutions enhance characteristics of HAp, for example, calcium ions (Ca?*) by
cerium ions (Ce®"). The use of HAp is potentialized through biopolymers, cashew gum
(CG), and gellan gum (GG), since CG/GG is structuring agents in the modeling of
structured biocomposites, scaffolds. Ce-HApCG biocomposite was synthesized using a
chemical precipitation method. The obtained material was frozen (-20 °C for 24 h), and
then vacuum dried for 24 h. The Ce-HApCG was characterized by XRD, XPS, FTIR, TG,
DTG, field emission scanning electron microscopy (FESEM), and energy dispersive
spectroscopy (EDS). XRD and FTIR showed that Ce-HApCG was successfully
synthesized. XRD showed characteristic peaks at 20 = 25.87 and 32.05, corresponding to
the crystalline planes (0 0 2) and (2 1 1), respectively, while phosphate bands were present
at 1,050 cm and 1,098 cm™?, indicating the success of composite synthesis. FESEM
showed pores and incorporated nanostructured granules of Ce-HApCG. The mechanical
test identified that Ce-HApCG has a compressive strength similar to the cancellous bone’s
strength and some allografts used in surgical procedures. In vitro tests (MTT assay and
hemolysis) showed that scaffold was non-toxic and exhibited low hemolytic activity.

Thus, the Ce-HApPCG has potential for application in bone tissue engineering.

Keywords: calcium phosphate; doping; scaffold

1.0 Introducéo
A hidroxiapatita, Ca10(PO4)s(OH)2, HAp, € um dos biomateriais ceramicos

popular quem esta sendo bastante pesquisado na atualidade. O fato motivador baseia-se
na compatibilidade e similaridade quimica existente entre a hidroxiapatita e diversas
partes do corpo humano, os tecidos 0sseos e dentarios[56].

Albee iniciou os estudos na década de 1930 com a utilizacdo do fosfato
tricalcico. Porém, foi somente em 1974 que Levitt[57] e Monroe et al.[58] publicaram a
aplicacdo deste fosfato na odontologia. Atualmente, entre os fatores motivadores de

interesse nestes biomateriais estad no fato de os fosfatos de calcio serem materiais
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osteogénicos, osteocondutores e osteoindutores[4] somado a excelentes resultados
quando usados como materiais para revestimentos de proteses ou até mesmo quando estes

séo utilizados como materiais substitutos de pequenas partes do corpo humano [4,56,59].

Todavia, a HAp pura pode apresentar baixa reabsorcéo pelo organismo[10],
0 que afeta sua bioatividade com o organismo. A baixa tenacidade que esta bioceramica
apresenta faz com que a HAp tenha facilidade em fraturar frente a possiveis esforcos
[4,11,12]. Frente a essas inabilidades, substituicdes idnicas se mostram como alternativa
no objetivo de melhorar as propriedades mecanicas e bioldgicas da hidroxiapatita. fons
de Ca?* podem ser substituido por varios ions divalentes e trivalentes, como o Sr*, Mg?*,
Zn?*, Cce*', La®*" [10,13-17].

fons de cério, Ce®, tém sido largamente utilizados como agentes
antibacterianos, devido a ampla seguranca que este ion apresenta. FArmacos que contém
cério ganham destaque devido a necessidade de uma baixa concentracdo dos ions que se
somam a longa duracdo da acdo biocida. Biocompatibilidade e reabsorcdo séo novas
caracteristicas incorporadas com a presenca dos ions Cério[18-20].

O cério também pode funcionar de forma similar ao calcio no organismo, ja
que estes podem se acumular nos organismos em pequenas quantidades, proporcionando
assim, um estimulo ao organismo na regido do tecido[21,22]. Propriedades como
eletronegatividade e raio i6nico assemelham ions de calcio com ions de cério, sendo
eletronegatividade e raio ibnico, respectivamente, 1,01 e 0,100 nm para Ca®** e 1,06 e
0,107 nm para o cério[18]. Esta semelhanca de propriedades vem permitir a possibilidade

da troca ibnica de Ca?* por Cério [60].

O desenvolvimento de novos compdsitos tem passado pela utilizagdo de
diversos biopolimeros, que devido a sua origem natural, sdo abundantes na natureza, ndo
toxicos, e acrescentam caracteristicas como biodegradabilidade e biocompatibilidade aos
novos materiais[61,62]. Dentre os biopolimeros, a goma do cajueiro (GC) tem ganho
destaque nos ultimos anos. A GC € um polissacarideo composto por galactose (72%), D-
glicose (14%), &cido glucurénico (4,7%), arabinose (4,6%) e ramnose (3,2%)[63-65].

Dentre as propriedades dos biopolimeros ja citadas, a GC pode agir como um
bom agente de revestimento, além de possuir propriedade de agente anti-inflamatdrio,

cicatrizante[66], agente antimicrobiano[67] além de caracteristicas como agente ligante
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ou adesivo [68,69]. A goma do cajueiro é obtida a partir da casca do caule do cajueiro
(Anacardium occidentale L., family: Anacardiaceae) e sdo produzidos nas células
epiteliais da planta, o fluido de goma. [69-71].

Atualmente a Anacardium occidentale L. tém cerca de 1,12 milhGes de
hectares plantados ao redor do mundo, sendo o Brasil e a india responsaveis por 91% das
exportacGes comerciais de produtos obtidos da Anacardium occidentale L.[72]. No
ultimo levantamento feito pelo IBGE no Brasil, 2016, o cajueiro apresentou mais de
586000 hectares de area plantada, deixando o Brasil entre 0s cinco maiores paises
produtores desta fruteira, sendo a regido Nordeste, em especial os estados do Ceara, Piaui

e Rio Grande do Norte como detentores de 90% de toda a area plantada no Pais[73].

A composicdo do scaffold é completada com a utilizagdo da goma gelana
(GG), um biopolimero que tem ganhado destaque por sua aplicacdo na industria
farmacéutica e alimenticia. Sua insercdo na sintese do scaffold se encaixa de modo
essencial por causa de uma caracteristica singular em formar um gel transparente quando

em solucdo aquosa ou quando se encontra na presenca de ions metalicos[23].

A GG ¢é um polissacarideo anionico extracelular que é produto da excrecao
de bactérias do tipo Sphingonomas elodea (ATCC31461), produzido através de
fermentacdo aerdbica. A GG se apresenta com um monossacarideo de unidades repetidas
com um esqueleto linear, sendo as unidades: 1,3p-D-glucose, 1,4 B-D-acido glucurdnico,
1,4 B-D-glucose e 1,4 a-L-ramnose[23-26]. Com isso, este trabalho tem por objetivo
sintetizar e caracterizar scaffold a base de hidroxiapatita dopada com cério, goma de
cajueiro e goma gelana para aplicacfes biomédicas em enxertos 4sseos. Assim como
avaliar as suas propriedades mecénicas e biologicas por meio dos ensaios MTT e

hemolise.

2.0 Parte Experimental

2.1 materiais e reagentes
Para o desenvolvimento do trabalho, foram utilizados os seguintes reagentes:

hidroxido de célcio — Ca(OH)2 (ENSURE®); Fosfato de aménio dibasico — (NH4)2HPO4
(Sigma- Aldrich); Nitrato de cério(l11) hexahidratado — CeN3Og.6H20 (Sigma- Aldrich);
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Hidroxido de Sdédio — NaOH (ISOFAR); meio DMEM F12 (Sigma- Aldrich); 3-
[4,5dimetiltiazol-zil]-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (Sigma-Aldrich); Dimetilsulféxido
(DMSO) (Mallinckrodt Chemicals); Goma de cajueiro isolada; agua destilada e Goma

Gelana, gentilmente fornecida pela KelcoGel®.

2.2 Isolamento da goma do cajueiro
O isolamento da goma do cajueiro ocorreu com a coleta do exsudato presente

em fissuras encontradas nos caules das arvores Anacardium occidentale L., conhecida
como cajueiro. As arvores que ocorreram a coleta se encontram na Universidade Federal
do Piaui — UFPI, SISGEN: ABD61DA. Apds a coleta, o exsudato foi quebrado em partes
pequenas, onde também ocorreu a separagdo inicial do exsudado de pequenos pedagos de
madeira provenientes do caule do cajueiro. Apos sua quebra, o exsudato foi dissolvido
em agua destilada na proporc¢éo de 10.0 gramas para cada 100.0 mL de agua. A dissolucéo

do exsudato aconteceu através de agitagdo mecanica por 24 horas.

A solucdo obtida foi filtrada a vacuo para retirar as impurezas restantes, em
seguida o pH da solucdo foi ajustado para 7 com adicdo de NaOH. Apds o ajuste do pH,
a goma do cajueiro foi precipitada por adi¢cdo de alcool, ao tempo em que a solucdo era
agitada. A proporgdo de alcool adicionada a solugdo de exsudato foi de 3:1. Ja
precipitada, a goma do cajueiro foi centrifugada e lavada com acetona por trés vezes. O
processo de isolamento da goma foi finalizado com a secagem em estufa por um periodo
de 24 horas a 50°C.

2.3 Sintese do compdsito de hidroxiapatita dopada com Cério e GC
A sintese do compdsito € iniciada pela dissolu¢do de 1.0 g da goma de

cajueiro isolada em 20.0 mL &gua destilada. Apds a dissolucdo da goma de cajueiro
isolada, avanca-se para a sintese da HAp dopada na solugédo de goma.

A sintese da HAp ocorreu atraves da reacao de precipitacdo entre os reagentes
precursores de fons de calcio (Ca?* — Ca(OH).)e ions fosfatos (PO4> — (NH4);HPO4). A
dopagem da HAp com ions de cério (Ce®*" — CeN3Oq.6H20) aconteceu simultaneamente
na reacdo de precipitacdo. Para a sintese de 2.0 g de hidroxiapatita dopada com 5% de
cério, pesou-se, 0.4342 g de CeN3Oq.6H-0, 1.4077 g de Ca(OH). e 1.5788 g de

(NH4)2HPOs4, dissolvendo cada massa individualmente em 10.0 mL de agua destilada.
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Apobs a dissolucdo, em separado, de cada precursor e do dopante, eles foram
transferidos para o béquer que continha a solugdo da goma do cajueiro. Inicialmente
transferiu-se o fosfato de amoénio dibasico, e em seguida adicionou-se,
concomitantemente, as solucdes de hidroxido de célcio e de nitrato de cério
hexahidratado. A mistura foi mantida em agitacdo por 4 horas a temperatura ambiente,
onde permaneceu em repouso por 12 horas.

O procedimento seguiu com a centrifugacdo da solucdo, e descarte do
sobrenadante. Posteriormente, foi acrescentado agua destilada ao material para este ser
lavado, seguido de centrifugacdo e descarte do sobrenadante. A procedimento da lavagem
do material foi feito por 3 vezes, obtendo-se o composito. Por fim o composito foi
colocado para secar em estufa a 100 °C por 24 horas, sendo que 0s graos secos obtidos
foram macerados para se obter o material na forma de pd. A proporc¢éo da sintese de Ce-

HAp e da GC foi de 2:1, respectivamente. O composito foi nomeado Ce-HApGC.

2.4 Sintese Dos Scaffolds

O scaffold foi sintetizado misturando-se 1.0 g de p6 do composito Ce-
HApPGC com 0.2 g de p6 da GG. Apds a homogeneizacao da mistura dos pds, adicionou-
se 10.0 mL de agua destilada, com a mistura sendo agitada mecanicamente por 10
minutos. Obteve-se um gel que foi colocada em molde cilindrico, que serviu para se obter
o scaffold. O gel foi congelado em seguida a -20 °C por 24 horas, concluindo a
formulacdo do scaffold com 24 horas de secagem a vécuo. O scaffold obtido (Ce-
HApGC/GG) foi denominado de Shc.

2.5 Caracterizacao Fisico-Quimica Dos Materiais
A caracterizagdo dos materiais precursores, do composito e scaffold,

ocorreram com as seguintes especificagfes. A difracdo de raios foi realizada em um
LABX — XDR 600, Shimadzu, Cu — Ka (A = 1,5406A) com 20 no intervalo de 10° a 75°
e 10° a 110°, para o caso do refinamento, com taxa de varredura de 2°.min com tempo
de exposigdo de 40 minutos. A espectroscopia de fotoelétrons excitados por raio-X (XPS)
foi realizada com um sistema de espectréometro (ESCA+, Scienta-Omicron) equipado
com um analisador hemisférico (EA125) e uma fonte de radiacdo monocromada Al Ka
(Xm1000, 1486,7 eV). A fonte de raios-X foi usada com uma poténcia de 280 W,

enquanto o espectrometro trabalhava em um modo de passos de energia constante de 50
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eV. A analise térmica foi executada no equipamento SDT Q 600 VV20.9 Build 20 da TA
Instruments, na atmosfera de nitrogénio com fluxo de 100 mL/min e taxa de aquecimento
de 10°/min. As micrografias foram conseguidas com um microscopio eletrénico de
varredura (MEV) com canh&o de emissdo por campo, da marca FEI, e modelo Quanta
FEG 250, com tensdo de aceleracdo de 1 a 30 kV, equipado com EDS de SDD (Silicon
drift detectors), marca Ametek, modelo HX-1001, detector Apollo X-SDD, com
deposicdo das amostras em fita adesiva de carbono de dupla face e recobertas por ouro
em metalizadora da marca Quorum, modelo Q150R durante 50 segundos, a 20
miliamperes, por plasma gerando em atmosfera de argbnio. As andlises de EDS foram
realizadas no mesmo equipamento, com os espectros das amostras coletados a 25 kVe
spot 5. A espectroscopia de infravermelho com transformada de Fourier foi realizada em
um Espectrométro FTIR modelo Vertex 70 do fabricante Brucker Optics com 64 scans
para cada amostra, com resolugdo de 4 cm™, por ATR. O teste de compresséo foi realizado
em uma maquina de teste universal EMIC DL20000, em scaffolds cilindricos (& = 13,48

mm e altura, h = 13,54 mm) com uma taxa de compresséo de 5 mm/min.

2.6 Testes de caracterizacdo In Vitro

2.6.1 Teste de degradacéo

O teste de degradacdo aconteceu com a imersdo dos scaffolds em solucéo de
fluido corporal simulado (PBS). Os scaffolds foram inicialmente pesados sendo em
seguida submersos em solugdo de PBS e levado a incubadora de crescimento celular a
temperatura de 37 °C. O intervalo de permanéncia na estufa variou nos seguintes
intervalos: 1, 7, 14, 21 e 28 dias. Ap6s cada periodo, os scaffolds foram retirados da

estufa, congelados e secos por liofilizagdo, passando por uma pesagem final. O célculo

Wini—Wgin)

da degradacéo foi realizado pela equagéo: W = .=

[74].

2.6.2 Ensaio de MTT e Hemolise

2.6.2.1 Ensaio MTT

A citotoxicidade das solugbes do scaffold She foi avaliada utilizando-se o
teste do brometo de 3-[4,5dimetiltiazol-zil]-2,5-difeniltetrazolio (MTT). O scaffold Shc
foi diluido em dimetilsulfoxido (DMSO) a fim de se obter uma solugcdo-mée de 80

mg.mL. Em cada ensaio, a solugéo-mée foi diluida em meio de cultura DMEM F12 para
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ensaios com célula tronco mesenquimal (CTM) armazenadas no Nucleo Integrado de
Morfologia e Pesquisas com Células-tronco (NUPCelt/UFPI) para atingir as
concentragdes desejadas, ndo ultrapassando a quantidade de 0.2% de DMSO. Em placas
separadas de 96 pocos, adicionou-se 100 uL de meio DMEM F12 suplementado e cerca
de 2.103 CTM em cada poco. Essas células foram incubadas a 37 °C e 5% de CO2 por 24
horas até ocorrer a adesao celular, seguindo-se de duas lavagens com meio DMEM F12
suplementado para retirada das células que ndo aderiram. Posteriormente, em cada placa,
foram adicionados 100 uL. de DMEM F12 suplementado com diferentes concentragdes

das solucdes testadas separadamente (25, 50, 100, 200, 400, 800, 1600 e 3200 pug.mL™).

Em seguida, as células foram incubadas por 48 horas e, ap0s este periodo,
foram adicionados 10 pL de MTT diluido em meio DMEM F12 a 5 mg.mL™. Foram
incubados por mais 4 horas em estufa a 37 °C com 5% de CO_, o sobrenadante foi
descartado e foi adicionado 100 pL de DMSO em todos os pogos. As placas foram
colocadas sob agitacdo por 30 minutos em agitador de Kline (modelo AK 0506), a
temperatura ambiente para dissolu¢do completa do formazan. Por ultimo, foi realizada a
leitura a 550 nm em leitora de placa Biotek (modelo ELx800). O procedimento foi
realizado em triplicata e os resultados foram expressos em porcentagem e em
concentragdo citotoxica para 50% das CTM (CC50) sendo o grupo controle considerado
como 100% [75]. O controle negativo foi realizado com meio DMEM F12 a 0.2% de
DMSO.

2.6.2.2 Hemolise (Ensaio de atividade hemolitica)

Para a avaliacdo da atividade hemolitica foram utilizados eritrdcitos de
caprinos coletados com anticoagulante (EDTA). O teste foi aprovado pela comisséo de
ética no uso de animais (CEUA/UFPI), n°117/15. Apds a coleta, os eritrocitos foram
diluidos em 80 pL de PBS, ajustando a concentracdo do sangue para 5 % de hemacias.
Em seguida foi adicionado o extrato do scaffold Snc a ser analisado diluido em volume
de 20 pL de PBS. Logo apos, foram incubados durante 1 hora a 37 °C e a reacdo foi
interrompida pela adi¢do de 200 pL de PBS. A suspensao foi centrifugada a 1000 G, por
10 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi submetido a espectrofotometria
a um comprimento de onda de 550 nm para quantificar a atividade hemolitica. A auséncia

(controle negativo) e 100% de hemolise (controle positivo) foram determinadas,
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substituindo a solucdo de amostra testada com igual volume de PBS e &gua ultrapura,
respectivamente. O procedimento foi realizado em triplicata e os resultados foram
expressos em porcentagem e em concentragdo hemolitica para 50% dos eritrocitos

(CH50) considerando o controle positivo como 100% de hemolise[76].

3.0 Resultados e Discussao

3.1 Caracterizagdo dos Comp0sitos.

O scaffold foi obtido através de um molde cilindrico, se apresentando de forma
correspondente ao molde utilizado na sintese, fato que apresenta a capacidade de
modelacdo do Swc de acordo como se deseja produzi-lo. De cor levemente amarelada, o
scaffold sintetizado exibiu um comprimento de base e didmetro de 15.74 e 13.48 mm,
respectivamente. A nivel macroscopico, os scaffolds se apresentam homogeneamente,
sem fissuras, sem arranhuras ou marcas que demostrassem rachaduras, sendo perfeita a
integridade estrutural do Sne. Ao ser tocado, o scaffold se mostra um material esponjosos,
apresentando um certo grau de rigidez a compressdo. A Figura 1 mostra a imagem do
scaffold obtido.

Figura 1 - Scaffold obtido nesse estudo.

HAp, Ce-HAp, Ce-HApGC e She foram sintetizadas com sucesso pelo
método de precipitagdo simples. Comparando-se o0s difratogramas obtidos
experimentalmente com o banco de dados no software X Pert HighScorePlus, pode-se
indexar os picos dos materiais sintetizados e observar que eles se equiparam aos mesmos
picos que o cartdo cristalografico do Joint Committee on Powder Diffraction and
Standards, JCPDS, 00-003-0747 da HAp. A comparacdo entre os difratogramas mostram
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a presenca dos planos (002),(211),(112),(300),(3 10),(130),(221),(222), (2
31),(321),(411)e(004)emcomum[10,29-33].

E importante notar que a hidroxiapatita dopada com cério nfo apresentou
modificacdes em relacdo a hidroxiapatita pura. A figura 2 apresenta os difratogramas da
HAp, Ce-HAp, Ce-HApGC, Scaffold She e das gomas de cajueiro e gelana. Os
difratogramas das gomas se apresentam de maneira bastante semelhante, com um pico
alargado e difuso na regiéo 26 de 20 °, comportamento comum de materiais amorfos. Essa
resposta indica um baixo grau de cristalinidade e baixa organizacdo estrutural,

comumente atribuido a polimeros [34,35].
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Figure 2: XRD patterns of powders HAp, Ce-Ce-HAp, Ce-HApGC, SHg, cashes gum and

gellan gum.

Uma informacdo importante que o difratograma mostra refere-se a
incorporacdo da goma do cajueiro e da presenca da goma gelana na composicdo do
scaffold, pois o DRX do Shec nédo acrescentou modificagbes nos picos da
nanohidroxiapatita dopada, como pode ser observado através da comparagao entre 0s
difratogramas da Ce-HApGC com o do Shg, havendo apenas uma pequena alteracdo na
linha de base, principalmente na regido 26 de 15 a 30 ° onde aparece as principais

informagdes das gomas no difratograma. A modificacdo na linha de base pode ser
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observada na figura 3. O difratograma do scaffold She comprova a permanéncia dos picos
e a continuidade a estrutura cristalina[32,33].

O refinamento pelo método Rietveld foi feito para o difratograma do scaffold
SHe, com o auxilio do software EXPGUI GSAS, mostrou que a estrutura cristalina
presente no Sne € do tipo hexagonal com grupo espacial P/63m e simetria de Laue 6/m,
apresentando parametros de rede: a, b e ¢ de 9.447481, 9.447481 e 6.897580 A,
respectivamente, e volume de célula unitéaria de 533.162328 A%[77]. A figura 3 mostra o
resultado do refinamento, que teve um fator de convergéncia menor que 2, [12= 1.47, fator

matematico que indica um refinamento bem-sucedido.
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Figura 3: Perfil de refinamento do scaffold Snc.

A figura 4 apresenta a visualizacdo da célula unitéria da hidroxiapatita dopada
com cério sintetizada no trabalho, e utilizada no desenvolvimento do SHG. A figura foi
simulada com a utilizagdo do software VESTA (Visualization for Eletronic and Structural
Analysis)[36], com os dados obtidos através do refinamento do difratograma do SHG

pelo método Rietveld. A simulagdo através do software ndo permite a substituicdo de
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atomos, assim o0s 5% de cério utilizados para dopar a HAp aparecem através da pequena

parte hachurada de amarelo nos 4&tomos de Cal e Caz2.

Calcio 1/Cério 5%

Calcio 2/Cério 5%

Fosforo

Oxigénio

Hidrogénio

Figura 4: Representacdo da Célula unitéaria da Ce-HAp presente no Shg.

A Figura 5 mostra os espectros de XPS obtido para o Ce-HAp. Foram
detectados os elementos que elementares que compdes a hidroxiapatita. Sao eles: o célcio
(Ca2s (430 eV) e Ca2p (347 eV)), o fosforo (P2s (188 eV) e P2p (132 eV)) e 0 oxigénio
(O15 (530 eV)). E possivel observar ainda as linhas de emisséo (875-925 eV) discretas
relativas as energias de ligacdo dos elétrons do orbitais 3d do cério (Figura 5b). O estado
eletrobnico atribuido a posicdo v e u revelou excitacbes na energia de ligagdo no
acoplamento spin-orbtia para os dubletes 3ds/2 € 3ds2. Esse tipo de acoplamento objetiva

e corrobora com a existéncia do cério na hidroxiapatita [78].

Os espectros de FTIR obtidos dos materiais precursores para sintese do
scaffold, como o espectro do SHg estdo dispostos na Figura 6. Ao se analisar o espectro
da Ce-HAp, é possivel observar uma banda em 3400 cm™ como sinal de vibragdo de
estiramento de grupos OH proveniente da estrutura da hidroxiapatita dopada com Cério,
como também da hidroxila advinda da agua fissisorvida na superficie do material,
remanescente do processo de sintese. Outra banda referente a OH aparece em 1649cm™,
proveniente de movimento de deformacé&o. No espectro da Ce-HAp observa-se na regido
de 1050 cm™ e 1098 cm™ a deformagdo assimétrica dos grupos fosfatos (POs*). A

presenca de grupos fosfatos aparece ainda em 611 cm™ referente a deformacgio

75



assimétrica P — O. O grupamento P — O(H) apresenta uma banda em 566 cm™ referente a

deformacdo assimétrica do HPO4? [37].
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Figura 5: Espectro de XPS para a (a) Ce-HAp e (b) linhas de emisséo relativas ao dublete

de elétrons ejetados dos orbitais 3d do Ce.
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Figura 6: Espectros de FTIR do Snc e dos materiais precursores: (a) Gellan Gum; (b) Ce-
HApP; (c) Shc e (d) Cashew Gum.

No espectro da goma do cajueiro observa-se uma banda em 3300 cm™

atribuida a estiramentos de grupos OH. Outra banda que esta presente, mesmo que com
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um sinal menor, é em 2920 cm™. Esta bande se refere a presenca de grupos C — H das
cadeias carbonicas dos mondmeros que constituem a goma do cajueiro e que apresentam
modo de vibragdo de alongamento. Em 1649 cm™ ocorre uma banda referente a vibragoes
de deformacéo de OH [38]. Os picos em 1150, 1074 e 1035 cm™ no espectro da goma do
cajueiro sdo referentes as ligacdes glicosidicas C — O — C[37-39].

O espectro da goma gelana apresentou um pico de estiramento de OH na
regido de 3300 cm™. Na regido e 2920 cm™ encontra-se o pico referente ao estiramento
de grupos C — H. Pico referente ao estiramento de grupos COO" apareceu em 1592 cm™,
enquanto o pico que apareceu em 1035 cm™ correspondente ao estiramento do
grupamento C — O — C das ligacGes glicosidicas encontradas no biopolimero[79,80].

Observando-se o espectro do scaffold, pode-se encontrar caracteristicas dos
materiais precursores. Na regido de 3400 cm™ se encontra uma banda de vibragio de
estiramento de grupos OH, presente na composicdo quimica da Ce-HAp e dos
mondmeros que constituem as gomas do cajueiro e a gelana. Observa-se também uma
banda em 1649 cm™, proveniente de movimento de deformagdo de OH. A banda que
aparece no espectro do Swc na regido de 1051 cm™ e 1098 cm™ é referente a deformacéo
assimétrica dos grupos fosfatos (PO4>). A presenca de grupos fosfatos aparece ainda em
611 cm referente a deformagéo assimétrica P — O. Tais bandas s&o caracteristicas da Ce-
HAPp[37].

Outra banda que esta presente, com intensidade menor, é em 2920 cm™. Esta
bande se refere a presenca de grupos C — H das cadeias carb6nicas dos mondmeros que
constituem a goma do cajueiro e a goma gelana. A banda em 1149 cm™ presente no
espectro do scaffold é proveniente do C — O presente nos mondmeros de ambas as gomas,
da mesma forma que as banda presente em 1627 e 1409 cm™, que se referem ao
grupamento COO[37-39,79,80]. Na regido de 1035 cm™ observa-se a presenca da banda
referente as ligagdes glicosidicas das duas gomas[37-39,79,80].

A analise dos materiais precursores e do She em relacdo a temperatura ocorreu
pela TG/DTG. A Figura 7 traz o TG dos materiais precursores do scaffold e do She.
Analisando a curva termogravimétrica da goma do cajueiro, observou-se a ocorréncia de
dois eventos. O primeiro evento térmico ocorreu em aproximadamente 35 °C, finalizando
em 129 °C. Esse evento é causado perda de agua existente na amostra, resultando em

1.78% de massa da goma do cajueiro. O segundo evento se encontra proximo a 286 °C.
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Esta perda refere-se a quebra da estrutura polissacaridica, resultando em sua
decomposicdo, além da decomposicdo de alguns residuos presentes na goma, com perda
de massa de 73.05% [81].
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Figura 7: TG dos materiais precursores e do Sne.

Para a curva TG da hidroxiapatita dopada com Cério, percebe-se apenas um
evento térmico relacionada a perda de massa, na temperatura de aproximadamente 100
°C. Essa perda ¢ atribuida a saida de agua adsorvida a superficie da Ce-HAp. O valor da
perda de massa nesse evento foi de 2.7%[42,43]. A andlise da curva TG da goma gelana
apresentou dois eventos térmicos, com primeiro evento ocorrendo no intervalo de 27 a
124 °C, correspondendo a 5.87% da perda de massa, atribuida a &gua existente na goma
gelana[40,41]. O segundo evento térmico ocorre entre 195 e 353 °C, referente a
degradacédo do polimero, com a massa variando em 54.54%[40,41].

A curva TG do She mostra que o scaffold apresentou 0s mesmos eventos
térmicos que 0s materiais precursores apresentaram. Entre 28,81 e 130 °C encontra-se a
primeira perda de massa do Swg, perda atribuida a 4gua encontrada no scaffold, com

variacao de 6.15%. Ao se comparar o valor, em porcentagem, da perda da Ce-HAp, nota-
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se um acréscimo no valor da massa perdida. O acréscimo é atribuido ao somatério da
massa de 4gua da Ce-HAp & massa das duas gomas presentes na estrutura do scaffold. O
segundo evento térmico apareceu no intervalo de 200 a 572 °C, com uma perda de massa
de 27.44%. Essa perda de massa é atribuida a quebra da estrutura polissacaridica das

gomas de cajueiro e gelana presente no Sng[40,41,81].

A Figura 8 mostra o0 dTG da goma do cajueiro, da Ce-HAp, do SHe e da goma
gelana. A partir dos dados obtidos da curva dTG, foi possivel elucidar o nimero de

eventos térmicos citados e discutidos acima através das curvas TG.
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Figura 8: (a) dTG da Ce-HAp, (b) dTG do Shg, (c) dTG da goma do cajueiro e (d) dTG

da goma gelana.

A partir da curva de degradacao térmica do scaffold Sns, pode-se pensar na
possibilidade de esterilizacdo do material através da utilizacdo de autoclave, visto que a
até 120 °C o evento térmico que ocorre refere-se a perda de agua. Sendo o scaffold um

material quer sera aplicado na area biomédica, essa informacdo ganha destaque pelo fato
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de a esterilizacdo em autoclave ser um dos métodos mais comum praticado em
laboratérios biomédicos[82].

A microscopia eletrénica de varredura (MEV) traz imagens do scaffold She.
A imagem mostra uma camada lisa e translucida, com agregados distribuidos tanto por
sua superficie como também em camadas mais internas. A camada lisa que aparece €
atribuida a rede polimérica da goma gelana, constatacéo obtida ao se observar o MEV da
goma gelana isolada, mostrada na figura 9 (a). A Figura 9 (b) apresenta a morfologia do
scaffold. A observacdo da figura 9 (b) mostra pequenos aglomerados brancos, atribuidos
a Ce-HApGC, dispersos sobre a rede polimérica da gelana. E possivel perceber uma

distribuicdo uniforme dos granulos da Ce-HApGC.

B-‘

Figura 9: MEV da goma gelana pura (a) e MEV do scaffold Snc (b).

Com o auxilio do software ImageJ[83] foi possivel observar a disposicado dos
granulos de Ce-HApGC distribuidos na rede polimérica da GG através do destaque feito
pela cor verde, como mostrado na Figura 10 (a). O destaque mostrado pela coloracdo
permite observar as diferencas de tamanho existente da Ce-HAp no compdsito, onde
grande parte dos aglomerados distribuidos se apresentam sob a forma de pequenos
granulos com tamanho médio na ordem de 2 pum. Entretanto ¢ possivel observar a

existéncia de alguns granulos maiores.
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Figura 10: Destaque da distribuicdo da Ce-HApGC na compdsito (a). Marcagdo da
contagem do comprimento de granulos (b).
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A Figura 10 (b) mostra a marcacdo do tamanho dos granulos de Ce-HApGC
feito com o auxilio de uma das ferramentas do software ImageJ. Através da marcacao de
600 pontos na imagem, foi possivel preparar um histograma com a frequéncia do tamanho
dos granulos no compdésito. O histograma é apresentado na Figura 11. A partir dos dados
do histograma pode-se perceber que 89.5% dos granulos medidos possuem comprimento
médio préximo a 2.5 um. Entretanto ao se observar a Figura 12, nota-se a presenca de

granulos em escala nanométrica.
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Figura 11: Frequéncia do tamanho dos granulos do compésito Ce-HApGC.
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B 1654 nm

Figura 12: Identificacdo e medicéao de granulos de Ce-HApGC e de poros no Ske (a). EDS
do Shc (b).

A Figura 12 (a) revela a existéncia de poros na estrutura do Sng, poros com
tamanho na ordem de 17 a 22 um de didmetro. Os estudos apontam uma grande
diversidade no tamanho dos poros nos scaffolds sintetizados, com a varia¢do acontecendo
entre 10 a 1000 um. Essa variagdo de tamanho ocorre devido as diferentes morfologias
6sseas encontradas no organismo humano e local de aplicacdo do scaffold [2,45-47].

O espectro EDS, mostrado na Figura 12 (b) para 0 Sne, revelou a composicéo,
de forma qualitativa. P6de-se encontrar os ions Ca, P, O, provenientes da hidroxiapatita.
Foi possivel também observar a presenca dos ions de cério incorporados na dopagem da
HAp. Os ions Na, Cl, Mg e K sdo provenientes da composi¢cdo da goma gelana. Estes

dados vém descritos na ficha de seguranca de produto quimicos — FISPQ — da goma
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gelana fornecido gentilmente pela KelcoGel®. O ouro presente no EDS decorre do

processo de preparacdo da amostra para a analise.

Dados fornecidos pelo EDS relativos a porcentagem atdmica tém sido
utilizados para obtencédo da razdo Ca/P de hidroxiapatita sintetizadas[48-50]. Os dados
obtidos no EDS mostram que a razdo semi-quantitativa (Ca+Ce)/P presente no scaffold
SHe € de 1.87. Esse resultado condiz com valores ja relatados para hidroxiapatita
encontrada no organismo humano ao se comparar cristalinidade e teor de célcio, pois ndo
possuindo a elevada estabilidade da hidroxiapatita com alta cristalinidade que tem razao
Ca/P igual a 1.67[53], consegue interagir com maior facilidade com os fluidos

fisioldgicos corporais, como ja relatado em outros estudos[51,52].

3.2 Caracterizacao In Vitro

A variacdo de massa, em modulo, do scaffold Sne apés o estudo da
degradacdo em PBS é apresentado na Figura 13. O estudo mostrou que o scaffold possui
a capacidade de incorporar ions provenientes da solucdo de PBS em sua estrutura,
mostrando que o scaffold pode interagir com os fluidos corporais[51,52] e que,
considerando-se o0 desvio padrdo, nota-se uma variacdo constante na massa,
independentemente da quantidade de dias de imersdo no SBF. Essa informacéo foi obtida
através da comparacdo dos valores da massa final com a massa inicial. A quantidade de
massa de HAp na estrutura do scaffold é fundamental para o ganho de massa, como
relatado por Deb et al. pois a estrutura cristalina do material influencia para o material
ndo sofrer perda de massa, degradacéo, aliado ao fato da HAp ter a capacidade de absorver
0 SBF em sua estrutura cristalina[3]. O MEV do scaffold apds imersdo em SBF, figura
14, mostra uma fina pelicula incorporada ao Shg, resultado que corrobora com a

incorporacgdo de ions e 0 aumento de massa no biomaterial.
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Figura 13: Variacdo de peso da estrutura Snc durante periodos de 1, 7, 14, 21 e 28 dias.
As diferencas entre os grupos foram analisadas pela analise de variancia (ANOVA),
seguida do teste de Tukey, comparando os grupos com o valor de 1 dia, * representando
diferenca estatisticamente significante com 1 dia.

Figura 14: MEV do Shc ap06s 7 dias de imersdo em SFB.

85



A determinacdo de viabilidade celular aconteceu com o teste de MTT.O MTT
foi realizado para se observar a citotoxicidade do scaffold com concentragdes seriadas
frente a CTM (CCsp). O controle positivo é dado com 100% de viabilidade celular. O
estudo mostrou que o numero de células cultivadas foi expressivamente maior que o
controle positivo. Dentre as diversas dilui¢Bes testadas, nota-se que nenhuma delas se
mostrou tdxica afetando o crescimento celular. Ao contréario do efeito toxico, o resultado
mostra que 0 Snc apresentou propriedades de estimulo ao crescimento celular, conferindo
ao scaffold uma promissora utilizacdo na regeneracdo 6ssea. Com o limiar de viabilidade
celular acima de 75%, pode-se considerar 0 Shc como um material que ndo apresenta

potencial tdxico[84,85]. A Figura 14 mostra que o ensaio de MTT.

150 125
140
130
120
110

100 |

~
)]
|

Hemodlise (%)
)
| |

Viabilidade Celular (%)

11 HENINR

g £
800 1600 3200 C 25 50 100 200 400 800 16003200

o4 d

C 25 50 100 200 400

SHG (HgmL_l) SHG (Hgml--l)
Figura 14: Ensaio de MTT e Hemolise para o scaffold She.

O ensaio contra eritrocitos mostrou a capacidade que o scaffold tem para
provocar hemolise nas células sanguineas dos caprinos através da ruptura total ou por
provocar erupcOes celulares. Com a &gua ultrapura sendo o controle negativo, causando
100% de hemolise, observou-se que o She apresentou pequena agdo hemolitica na
concentracdo de 25 pug.mL?, onde induziu 12,03% de hemdlise. Ramya et al. cita os
padrdes da norma ASTM[86] onde materiais que apresentem hemalises menor que 5%

sdo considerados com elevada hemocompatibilidade e materiais com mais de 20% de
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hemolise ndo sdo hemocompativeis[87]. A comparacdo da norma com o resultado mostra

que 0 Sne € hemocompativel. A Figura 14 apresenta o ensaio contra eritrocitos.

3.3 Teste Mecénico
Conhecer a resisténcia a compressdo do scaffold é importante para guiar o

desenvolvimento do scaffold de acordo com sua aplicacdo e com a carga necessaria que
o scaffold suportara, pois a proporcionalidade inversa entre porosidade e rigidez exige
escolha adequada de qual propriedade € desejada[54]. O teste mecéanico do scaffold
ocorreu através do ensaio de compressdo. O Shg apresentou resisténcia a compresséo de
19.19 MPa e modulo elastico de 0.24 GPa.

Os valores obtidos colocam 0 She como um material que possui
comportamento mecanico promissor para aplicacdo como substituinte de 0sso esponjoso,
pois a resisténcia a compressao possui valor préximo a tensdo maxima do 0sso esponjoso,
ao tempo que mddulo elastico permanece no intervalo encontrado na literatura. E
importante ressaltar que o aloenxerto esponjoso se apresenta como a melhor opcdao em
cirurgias Osseas, sendo chamado de padrdo ouro por especialistas[2], constatacdo que
corrobora para aplicagdo do Sne. Uma comparacdo entre os valores obtidos e os valores
encontrados na literatura € mostrado na tabela 1.

Tabela 1: Comparacdo entre mddulos de compressdo e elasticidade do Shg, 0SSO
€sponjoso e 0sso cortical.

Amostra Tensdo (MPa) Maodulo Elastico (GPa)
She 19.19 0.24
Osso Esponjoso[54,55] 4-12 0.1-05
Osso Cortical[54,55] 130 -180 12-18

4.0 Consideragdes Finais
O estudo traz a sintese de um scaffold inovador com promissor potencial para
aplicacdo em enxertos 0sseos, obtido por meio da combinacéo de um material inorganico
modificado, Ce-HAp, combinado com biopolimero de fonte renovéavel, atoxico e de baixo
custo. As caracterizagdes estruturais, DRX e FTIR, exibem o sucesso da obtencao da Ce-
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HAp por meio da precipitacdo simples, formando um compdsito inovador composto de
goma do cajueiro e Ce-HAp. O XPS mostra a presenga do cério no compdsito, assim
como o EDS, que além da presenca do cério, mostra a razdo semi-quantitativa (Ca+Ce)/P
de 1.87, valor encontrado para a hidroxiapatita encontrada no organismo. A analise
térmica vem complementar os indicios da presenca de GC e Ce-HAp no biocomposito.
As microscopias revelaram a morfologia do scaffold, mostrando a disperséo dos granulos
nanométricos de Ce-HApGC na matriz polimérica de GG. As micrografias também
mostraram a existéncia de poros, necessarios no processo de osteoinducgdo. O teste de
degradacdo mostrou que o scaffold interagiu com os ions do SBF através de aumento de
massa. A microscopia corroborou mostrando a camada que se deposita sobre 0 Snc. O
scaffold mostrou que possui resisténcia a compressao e que se adequa para substituir o
0ss0 esponjoso. Os testes de MTT e Hemolise revelaram que o material ndo € tdxico e

esta apto a ser testado in vivo.
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Consideracoes Finais

O estudo desenvolvido revelou, com a prospecc¢éo tecnoldgica, o quanto a pesquisa com
a tematica de engenharia de tecidos ainda é recente, ja que as primeiras publicacdes sdo
datadas da década de 1990, resultado apenas em aproximadamente 30 anos de estudos.
Foi possivel perceber também, que quando se trata de tecidos 6sseos, materiais ceramicos,
em especial a HAp, tem destaque por conta de suas propriedades. A parte experimental
mostrou a possibilidade de se obter a HAp sintética na mesma fase da HAp encontrada
no corpo humano, sendo uma excelente alternativa de obtencéo, visto que o processo de
sintese e simples e com baixo custo. Acerca dos scaffolds, o trabalho mostra, através de
caracterizacdes fisico-quimicas, que a HAp sintética foi obtida com sucesso. O MEV
revela a existéncia de poros, elementos essenciais para 0s scaffolds enquanto que testes
mecanicos mostram que o0s scaffolds Sw, ScH e SHe apresentaram resisténcia a compressao
semelhante aos 0ss0s esponjosos — padrdes ouro em cirurgias de enxertos 6sseo. Os testes
de MTT e hemdlise complementam os resultados revelando que ndo héa toxicidade nos
scaffolds, indicando o0 caminho para continuidade da pesquisa através dos testes In Vivo.
O estudo deixa um leque de possibilidades para a continuidade da pesquisa, pois
modificagdes na metodologia como a variacdo das proporc¢des das gomas nos scaffolds
ou a substituicdo do Ca?* por outro cation ou combinacdes de cations poderdo gerar
resultados diferentes dos encontrados nesta pesquisa. O capitulo 2 e o capitulo 3 ja estdo
publicados em periédicos com o0s doi’s: doi.org/10.1016/j.ceramint.2019.10.104 e
doi:10.3390/mal12152389, respectivamente.
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