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Biomateriais de hidroxiapatita dopada com cério ou galio: Sintese,
caracterizacao e propriedades bioldgicas

RESUMO

Biomateriais tém sido cada vez mais utilizados como produtos de restauragao e de
preenchimento de tecidos Osseos. A hidroxiapatita dopada (dop-HA) e suas
associacdes a farmacos ou a polissacarideos, podem ser uma dessas alternativas.
Nesse estudo, a sintese das dop-HAs ocorreu via método da precipitagdo quimica,
utilizando como dopantes os ions galio (Ga) e cério (Ce). As formulacbes dos
biomateriais associadas entre a Ga-HA e um farmaco (clorexidina - CLX) e a Ce-HA
e um polissacarideo (quitosana - QT) foram fabricadas. O biocompdésito Ga-HA/CLX,
na forma de microparticulas funcionalizadas, foi obtido via adsorcdo solido-liquido
variando a concentracédo da CLX (0,20; 0,80 e 1,20% v/v). Para esse material, foram
realizados célculos computacionais, através de calculos DFT (Density Functional
Theory), para verificar a termodinamica favoravel das interacfes entre a ceramica e o
antisséptico. Ja o compoésito Ce-HA/QT, na forma de um scaffold, foi manufaturado a
partir da liofilizacdo de um hidrogel obtido via complexacéo polieletrolitica, sem a
utilizacdo de um agente quimico reticulante e 0 mesmo teve as suas propriedades
mecanicas (modulo de Young, tensdo maxima e deformacéo) avaliadas segundo a
ASTM Standards D 2990-01. As particulas de HAs e os biomateriais foram
caracterizados por diferentes técnicas, seguida da avaliagcdo de algumas das suas
propriedades biologicas (atividade antibacteriana via contato direto e viabilidade
celular in vitro via método colorimétrico). Por meio da espectroscopia de fotoelétrons
excitados por raios X (XPS) e espectroscopia por energia dispersiva (EDS) foi possivel
identificar a presenca dos ions dopantes e calcular razdo Ca/P que variou entre 1,50
a 1,72. Os materiais apresentaram eficiéncia inibitéria contra as cepas bactérias
Staphylococcus aureus e Escherichia coli. Os niveis de viabilidade celular
(fibroblastos) foram superiores a 80%; logo, 0os materiais sintetizados nesse estudo
foram classificados como sendo ndo-toxicos. Os resultados corroboraram a classificar
0s biocompasitos fabricados como potenciais materiais a serem aplicados na area da
engenharia tecidual 6ssea.

Palavras-chave: hidroxiapatita, dopagem, biocompdsito, antisséptico, scaffold,

reticulacdo polieletrolitica, atividade antibacteriana, biocompatibilidade.
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Gallium or cerium doped hydroxyapatite biomaterials: synthesis,
characterization and biological properties

ABSTRACT

Biocomposites have been increasingly applied as orthopedics materials in the area of
bone tissue engineering. Doped-hydroxyapatite (dop-HA) and its associations with
drugs or polysaccharides may be one such alternative source. In this research, the
synthesis of dop-HAs occurred via the chemical precipitation method. Gallium (Ga)
and cerium (Ce) were used as doping ions. After synthesis and characterization of the
hydroxyapatites, formulations of a Ga-HA/antiseptic (chlorhexidine - CLX) and Ce-
HA/polysaccharide (chitosan - CS) composites were obtained. The Ga-HA/CLX
biocomposite, functionalized hydroxyapatite particles, was obtained by adsorption at
the liquid—solid interface. Three chemical concentration ranges of the CLX were
chosen (0.20, 0.80, and 1.20% v/v). The Ce-HA/CS composite, in the form of a
scaffold, was manufactured from the freeze-dried of a hydrogel obtained by a
polyelectrolytic complexation without the use of a chemical cross-linking agent. The
particles and biocomposites were characterized by DR-X, FT-IR, TGA/DTG, XPS,
SEM, and EDS. Then, the materials had their antibacterial properties and in vitro cell
viability studied. Through XPS and EDS analyzes it was possible to identify the
presence of the doping ions and the Ca/P ratios ranging from 1.50 to 1.72. The
materials exhibit antibacterial effect against strains of Staphylococcus aureus and
Escherichia coli. The cell viability percentages were of more than 80% and the
materials were classified as non-toxic. The computational thermodynamic analysis
(Density Functional Theory) was used to study the interactions between Ga-HA and
CLX and, finally, the Ce-HA/CS scaffold had its mechanical properties (Young's
modulus, stress and strain) evaluated according to ASTM Standards D 2990-01.
Therefore, the final results classify the composites obtained as possible materials that
can be applied in the area of bone tissue engineering.

Keywords: hydroxyapatite, doping, biocomposite, antiseptic, scaffold, polyelectrolyte

complexation, antibacterial activity, biocompatibility.
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APRESENTACAO

Os biomateriais s&o definidos como uma classe de compostos que induzem
uma resposta apropriada ao interagir com moléculas biologicamente ativas e o0s
organismos vivos (CHEN; LIU, 2016). Os biocompdésitos ortopédicos e dentarios tém
sido estudados e utilizados como uma alternativa de restauro e preenchimento dos
tecidos duros afetados ou danificados (ALJABO et al., 2016). Esses biomateriais e
suas formulacdes como biocompoésitos a base de farmacos ou polissacarideos,
podem possuir um conjunto de propriedades mecéanicas e biol6gicas adequadas que
permitam exercer fungdes que auxiliam, substituem e estimular o crescimento desses
tecidos (GOMES et al., 2019; SIDDIQUI; PICKERING; MUCALO, 2018).

Nesse contexto, a hidroxiapatita (HA), Caio(PO4)s(OH)2, € uma bioceramica
muito usada em processos de reparacao tecidual 6sseo por ser a principal constituinte
da parte inorganica do osso, além de apresenta propriedades osteoindutoras e
osteogénicas (DACULSI et al., 2013; KATTIMANI; KONDAKA; LINGAMANENI, 2016;
WANG et al., 2019).

Diante disso, a literatura exp0e trabalhos que ampliam ou modificam as
propriedades biocompativeis ja conhecidas da HA e a associacdo dessa com outros
materiais, seja pela incorporacdo de ions metdlicos, de farmacos ou de
polissacarideos, formulando biocompdsitos que possuam propriedades de inibir o
crescimento de organismos patogénicos e potencializar as suas propriedades
citocompativeis (KURTJAK et a., 2016; LEl et al., 2017; SOUZA et al., 2011).

Assim, a presente Tese de Doutorado foi desenvolvida em 4 Capitulos. Em
seu Capitulo 1, apresenta-se uma revisao da literatura com a hidroxiapatita dopada
com galio ou cério, suas associacdes para formulacées como biocompadsitos e areas
de aplicacdo da medicina ou odontologia regenerativa. Buscou estudar artigos e
patentes que abordassem temas relacionados a essa bioceramica e algumas das
suas aplicacdes nos ramos da engenharia tecidual, biomédicas e avaliacdo das suas
propriedades de atividade antibacteriana.

No Capitulo 2 é apresentado um estudo cientifico-tedrico sobre a sintese da
hidroxiapatita dopada com galio (Ga-HA) e a obtencdo de um biocompadsito constituido
por Ga-HA e um antisséptico, a clorexidina (CLX). A fabricacdo desse biocompdsito
foi realizada via adsorcdo superficial solido-liquido. Apds caracterizacdo, 0s

biocompdsitos tiveram as propriedades antibacterianas contra Staphylococcus aureus
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e Escherichia coli avaliadas, assim como o0s seus efeitos citotoxicidade in vitro.
Finalmente, através de célculos DFT (Density Functional Theory), verificou-se a
termodinamica favoravel entre a interacdo da Ga-HA e a CLX.

No Capitulo 3, o artigo cientifico descreve a sintese da hidroxiapatita dopada
com cério (Ce-HA), obtida por meio do método da suspensao-precipitacdo quimica. A
ceramica foi caracterizada por DRX, FTIR, XPS e EDS. Apés constatacao da fase,
ocorreu a avaliacdo de algumas das suas propriedades biologicas. Esse ultimo estudo
contou com a avaliacdo da inibicdo das cepas bacterianas Staphylococcus aureus e
Escherichia coli e o teste de citotoxicidade via método calorimétrico.

No Capitulo 4, buscou-se investigar os efeitos da interacao polieletrolitica entre
a Ce-HA e a quitosana (QT) com a finalidade de se produzir um material com
caracteristicas porosas e estruturadas tridimensionalmente (scaffold). Os biomateriais
estruturados foram caracterizados por FTIR, TG, MEV, EDS, ensaio de degradacéo
em PBS e ensaio mecanico. Apés as caracterizacdes fisico-quimicas e a descoberta
dos seus modulos mecéanicos. Por meio de ensaio de citotoxicidade, o material obteve

viabilidade celular foi superior a 80%.
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CAPITULO 1: REVISAO DA LITERATURA

Modificacao da hidroxiapatita para aplicacdes biomédicas: um estudo

prospectivo

Resumo

A hidroxiapatita destaca-se entre os biomateriais devido as suas propriedades de
osteoconducdo e osteoinducéo, sendo apropriada para ser utilizada em enxertos
0sseos. A sua alta estabilidade estrutural permite diversas aplicacdes biomédicas,
dentre elas, a utilizacdo como formulacdes de compdsitos a base de polissacarideos
e as substituicGes cationicas que ocorrem por meio da dopagem do material por
metais, que podem melhorar as caracteristicas biolégicas, como aperfeicoar a acao
do combate a infec¢des bacterianas in situ. Este estudo abrange um levantamento de
artigos e patentes, sem restricdo de tempo e com restricdo de tempo de 2007 a 2017
e atualizada em 2019, que contenham informacdes sobre a hidroxiapatita nos ramos
da engenharia tecidual, biomédicas, dopada com metais e suas propriedades de
atividade antibacteriana. o banco de dado utilizado nas pesquisas foram o SCOPUS,
para os artigos e EPO, USPTO e INPI, para os bancos de patentes. Os resultados
apontaram que a utilizacdo da hidroxiapatita e suas formulacdes na forma de
biocompdsitos esta relacionada a aplicacdes nas areas da engenharia tecidual e
regeneracdo 0ssea, sendo a dopagem, uma alternativa para melhoramento das
propriedades antibacterianas frente as bactérias Escherichia coli e Staphylococcus
aureus.

Palavras-Chave: Hidroxiapatita, scaffold, dopagem, atividade antibacteriana.



23

1. INTRODUCAO

A engenharia tecidual (ET) é a ciéncia que envolve as aplicagbes das
engenharias e das ciéncias da salde para assistir e acelerar a regeneracao e reparos
dos tecidos defeituosos e danificados no organismo humano. Ela visa criar e aprimorar
novas terapias e o desenvolvimento de novos biomateriais que possam ser utilizados
para restauracdo, melhoramento ou prevencdo do agravamento da funcao tecidual
comprometida como, por exemplo, em situagcdées com grande perda de integridade
tecidual resultante de traumas, deformidades do desenvolvimento e doencas
(OLIVEIRA et al., 2010; TABATA, 2009).

Na perda ou comprometimento do tecido 6sseo tem sido investigado e utilizado
de diferentes maneiras varios biomateriais naturais ou sintéticos como: polimeros,
ceramicas e metais ou seus compositos como uma alternativa de substituicdo. A
principal alternativa para a sua substituicdo tecidual 6ssea danificada ou perdida € o
enxerto 0sseo autdogeno. Sendo essa a primeira alternativa a ser empregada para a
regeneracdo do tecido o6sseo devido as suas propriedades osteogénicas
(KALAMBETTU e DHARMALINGAM, 2014).

Biologia/Bioquimica

Quimica ~ Engenharia de
- Materiais

Ciéncias

médicas

Figura 1. Conceitos em ET e areas afins.

No entanto, os enxertos tém disponibilidade limitada, devido a necessidade de
procedimentos cirdrgicos com possiveis infec¢des locais, rejeicdo pelo organismo
transplantado e reabsor¢cbes progressivas do material. Como resultado, pesquisas

cientificas estdo desenvolvendo novos biomateriais para a sua substituicdo. Assim, 0s
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enxertos sintéticos podem ser uma interessante alternativa, por apresentarem
caracteristicas intrinsecas, como biocompatibilidade e similaridade quimica com os
tecidos 6sseos dos seres vivos, aliadas com suas propriedades de osteoinducéo?! e
osteoconducdo? (BEST et al., 2008; DOROZHKIN, 2010; KAWABATA et al., 2011;
GUILLAUME et al., 2017; RYABENKOVA et al., 2017).

As bioceramicas sao a classe de ceramica usada para reparacao e substituicao
de partes doentes e danificadas dos sistemas musculo esqueléticas. Elas sdo os
materiais mais amplamente utilizados na classe de traumas como os fosfatos de
calcio, a hidroxiapatita (HA) (Cai0(PO4)s(OH)2), o fosfato octacalcico
(CagH2(P0O4)s.5H20), o pirofosfato de calcio dihidratado (Ca2P207.2H20) e o B-tricalcio
fosfato (Caz(POa4)2) (KAWACHI et al., 2000).

Os fosfatos de calcio sao classificados de acordo com uma relagdo em mol de
calcio e fosforo Ca/P que varia entre 0,5 e 2,0. A HA, o integrante mais utilizado em
aplicacdes biomédicas para os fosfatos, € o principal componente do 0sso e é
conhecida por sua alta afinidade celular e tecidual. A HA é amplamente utilizada em
aplicacdes na area da regeneracéo tecidual e biomédica na forma de revestimentos
sobre implantes metalicos, matéria para producdo de enxertos do tecido nervoso e
0sseo, agentes de liberacao de farmaco, protecéo de feridas, substratos para cultura
celular, imobilizacdo enzimatica, revestimentos de proteses ou enxertos 0Sseos,
devido a sua excelente biocompatibilidade, propriedade de osteoconducédo e
similaridade com o componente inorganico do osso natural (LIN et al., 2014; SADAT-
SHOJAI et al., 2013; SUPOVA, 2015).

Esse biomaterial possui a capacidade de estabelecer ligacdes quimicas com o
tecido vivo do osso devido a sua estrutura e composicao quimica que sdo semelhantes
a apatita encontrada no esqueleto humano. Adicionalmente, a biocompatibilidade e
bioatividade da HA pode promover a proliferacdo dos osteoblastos que séo
formadoras de novas células tecido 6sseo. Outros estudos com esses materiais
abrangem também as areas da biologia, quimica, engenharia dos materiais, entre
outras (GAYATHI et al., 2018; AN et al., 2012; OYEFUSI et al., 2014).

L A osteoindugéo é a capacidade de induzir a célula mesenquimal indiferenciada, presente na area receptora, a se transformar
em uma célula formadora de 0sso, um osteoblasto.

2 A osteoconducdo é a capacidade que o biomaterial de enxerto tem de servir de arcabougo para a migracéo de células 6sseas,
e esta relacionada principalmente aos materiais mineralizados, sendo boa parte deles comercializada sob o nome genérico

de hidroxiapatita.
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Os scaffolds tridimensionais porosos a base de HAp sdo os materiais ideais
mais utilizados na modelacao, reconstrucéo e formacao dos novos tecidos 6sseos. Os
scaffolds adequam de maneira indireta o tecido e, assim, favorecem a diferenciagao,
migracao e proliferacdo tecidual ou a formacéo de osteoblasticas (FOOK et al., 2010).
No entanto, ndo é possivel utilizar a HA sozinha como scaffolds devido a falta de
algumas propriedades mecanicas adequadas. A combinagdo de polimeros
biodegradaveis e materiais inorganicos bioativos acabam por melhorar as
propriedades mecanicas, biocompatibilidade e afinidades celulares dos componentes
individuais (AO et al., 2017).

Os biocompdsitos a base de biopolimeros naturais estdo sendo estudados e
associados a HA. Isto se deve ao comportamento biocompativel e biodegradavel de
alguns desses polimeros naturais. Esta geracdo de biomateriais combina ainda
propriedades bioativas que mimetizam a fungdo natural do osso, acionando
mecanismos de regeneracéao de tecidos in vivo (KIKUCHI et al., 2004; SWETHA et al.,
2010). Os biocompositos HA-biopolimeros que muitas vezes se assemelha bastante
a posicao e estrutura dos tecidos mineralizados, proporciona excelentes propriedades
mecanicas, além de propriedades biologicas favoraveis, assim, tornando-se um
candidato ideal para engenharia de tecidos, bem como aplicacbes ortopédicas e
dentarias (IZAWA et al., 2014).

Os biopolimeros, como o alginato, o acido hialurénico, fibroina de seda,
guitosana, celulose e as gomas naturais, sdo Otimas alternativas para melhorar a
biocompatibilidade da HA quando esses estdo em associacdo. Esses biocompaésitos
sdo modelos potenciais para a mineralizacao de HA, porque a sua superficie aniénica
pode ligar os ions Ca?*, além de controlar a nucleacdo e o crescimento do cristal
reduzindo a energia interfacial entre o cristal e a superficie. Deste modo, varios
materiais compostos por HA podem ser preparados utilizando polissacaridos
aniénicos na forma de scaffolds para aplicacfes biomédicas e engenharia de tecido
0sseo (IZAWA et al., 2014; HADAVI et al., 2017).

Em muitos procedimentos cirargicos ocorre a formacdo de uma interface
qguimica do tipo biomaterial/osso e, consequentemente, a fixacao bioldgica, na qual a
estrutura 0ssea viva penetra no espaco livre do biomaterial, provocando assim, a
fixacdo permanente do osso. Porém, esses procedimentos podem apresentar

problemas de infecgBes bacterianas muitas vezes dificeis de serem controladas
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durante o periodo pdés-operatorio, e, consequentemente, 0 UusSO excessivo de
antibidticos que podem nao fornece protecao suficiente, levam a uma possivel perda
do material 6sseo e a podem gerar cepas resistentes de bactérias que sao dificeis de
tratar (NAGANO et al., 2014; NAMBA et al., 2013; RADOVANOVIC et al., 2014).

Contudo, os mecanismos de defesa ativados pelo sistema imunolégico podem
ser reforcados pela introducdo de agentes antibacterianos que possuam interacao
biolégica com o biomaterial. Uma das alternativas € a capacidade de substituicdo dos
fons da HA, por meio da dopagem, por outros que possuam propriedades
antibacterianas como a introducéo de ions: Ag*, Cu?*, Zn?*, SeOs%, Sr?*, Ce**, Ga®*,
entre outros. (FERRARIS et al., 2014; KOLMAS et al., 2014; MISHRA et al., 2014;
MORAIS et al., 2014).

Os sitios onde estdo os ions que compdem a HA (Ca?*, PO4*>, OH’) podem ser
ocupados por ions de tamanho e carga semelhante. Esta capacidade de incorporacéo
de ions através da dopagem é uma alternativa que se baseia no fato de que a
introducdo de pequenas quantidades de alguns ions pode causar alteracdes que
trazem melhoramentos nos aspectos biologicos, fisico-quimicos, propriedades
mecanicas e antimicrobianas do material (AINA et al., 2012; DOROZHKIN, 2009;
FARZADI et al., 2014; KANNAN et al., 2008; KOLMAS et al., 2014; SHEPHERD et al.,
2012).

Outra alternativa € a associacdo de farmacos a esses materiais com a
finalidade de funcionalizar as suas caracteristicas antibacterianas. A utilizacdo de
alguns antissépticos, tais como clorexidina, cloroxilenol e polihexametileno biguanida,
agentes antimicrobianos organicos que demonstraram eficacia e podem ser uma
alternativa para evitar o risco de resisténcia aos antibiéticos (KOZLOVSKY et al.,
2016). A clorexidina (CLX), (C22H30Ci2N10) € um exemplo desse tipo de agente. A CLX
€ um biocida com acéo inibitéria contra uma ampla variedade de bactérias gram-
positivas e gram-negativa que pode ser utilizado para potencializar a HA contra

infeccdes in situ dos microorganismos (DUTT et al., 2014).

A sua principal aplicacédo é na odontologia como um agente tépico, geralmente
encontrado em produtos de higiene oral, produtos para tratamento de doenca
periodontal e vernizes. Estudos sugerem a utilizagdo da CLX como agente
antibacteriano em implantes 6sseos, sendo mais uma alternativa para a prevencgéao de
infeccOes localizadas (BELLIS, et al. 2016; SANTOS et al., 2016; SOUZA et al., 2011).
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Assim, este estudo teve por objetivo apresentar uma busca de artigos e patente de
invencdes tecnoldgicas, no qual buscou-se reunir informacdes sobre hidroxiapatita e
algumas das suas aplicacdes na area da engenharia tecidual, dopagem com ion galio
ou cério, funcionalizagcbes com o antisséptico clorexidina e polissacarideos para

aplicacdes biomédicas.
2. BUSCAS NA LITERATURA

O trabalho foi realizado através da busca de artigos cientificos e patentes.
Foram utilizados artigos do banco de dado Scopus e as palavras-chave utilizadas
foram: hydroxyapatite, scaffold, composite, polysaccharide, doped, gallium, cerium,
antiseptic e “antimicrobial activity”. Para a busca de patentes de inovacgéao tecnolodgica,
a pesquisa ocorreu nos seguintes banco de dados de patentes: European Patent
Office (EPO), United States Patentand Trademark Office (USPTO) e o Instituto
Nacional da Propriedade Industrial (INPI) do Brasil. Tanto os acessos de artigos e
patentes ocorreram no més de maio de 2017 e foram atualizados em agosto de 2019,
utilizando os mesmos campos de pesquisa e as mesmas palavras-chave da pesquisa
de artigos, porém para a pesquisa na base INPI utilizou-se as palavras também em
portugués. As pesquisas, de artigos e patentes, foram realizadas de duas formas: sem
restricdo de tempo e com restricdo de tempo de 2009 a 2019. As pesquisas das
palavras-chave foram baseadas em informacfes contidas nos campos resumos,
palavras-chave e titulos para as buscas dos trabalhos relacionados aos temas em
estudo e essas palavras-chave foram usadas tanto em inglés como, também, em
portugués, dependendo do banco de dados pesquisados, além de serem combinadas

entre si e utilizado aspas para as buscas de termos/palavras compostas.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Pesquisa de artigos no banco de dados Scopus

A investigacédo da quantidade de artigos publicados revelou que a medida em
gue as palavras vao sendo combinadas, observa-se uma diminuicdo da quantidade
de publicagbes encontradas e, quando combinadas entre si, verificou-se que em
alguns casos ndo ha publicacdo relacionada com essas palavras. Os resultados
utilizando as palavras-chave separadas e combinadas: hydroxyapatite, scaffolds,
polysaccharide, doped, gallium, cerium, antiseptice, antibacterial activity, e composite
estao dispostos na Tabela 1.

Na Tabela 1, comparando-se o tempo de publicacdo dos artigos e analisando
os dados buscados, sem a limitacado do tempo com os dados restritos no periodo entre
2009 a 2019, foram observados que a maior parte das publicacdes se concentra neste
intervalo de tempo. Isto revela que os estudos sobre o material vém ganhando

destaque ao longo da ultima década.

Observe que para as combinacbes hydroxyapatite and antiseptic and
antibacterial activity and composite 01 artigo foi encontrado. Ja para as combinacdes
hydroxyapatite and doped and antiseptic and antibacterial activity and composite e
hydroxyapatite and scaffold and and composite and polysaccharide and doped and
antiseptic and “antibacterial activity”, nao foram encontrados nenhuns trabalhos

cientificos relacionados.

O trabalho intitulado “Adsorption of chlorhexidine on synthetic hydroxyapatite
and in vitro biological activity”, oriundo das combinagdes hydroxyapatite and antiseptic
and antibacterial activity and composite, tem como objetivo a utilizacdo do antisséptico
clorexidina (CLX) como funcionalizador da superficie da hidroxiapatita pura. Os
autores desenvolveram um biomaterial via método da adsorcao, além de avaliar as
suas atividades antibacterianas e citotoxicas. Em seus resultados, os autores
constataram que cerca de 8,6 pg de CLX/m de HA mostraram niveis de atividade de
inibicdo antibacteriana contra Enterococcus faecalis e nos testes de viabilidade

celular, constataram que o material foi considerado néo téxico (SOUZA et al., 2011).
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Tabela 1. Quantidade de publicagbes encontradas no banco de dados Scopus

Palavras-chave Publicacbes Publicacbes
(1960-2019) (2009-2019)
Hydroxyapatite 57.455 29.964
Scaffold 127.866 81.265
Polysaccharide 155.584 101.526
Doped 399.255 221.943
Gallium 228.605 87.551
Cerium 82.966 51.470
Antibacterial activity 121.972 79.252
Antiseptic 12.791 4.855
Hydroxyapatite and scaffold 6.607 5.266
Hydroxyapatite and scaffold and polysaccharide 104 87
Hydroxyapatite and scaffold and polysaccharide and 5 1
doped
Hydroxyapatite and doped 1.713 1.492
Hydroxyapatite and doped and cerium 35 30
Hydroxyapatite and doped and gallium 10 8
Hydroxyapatite and doped and antibacterial activity 141 137
Hydroxyapatite and antiseptic 23 17
Hydroxyapatite .a.nd antiseptic ar?d antibacterial 1 1
activity and composite
Hydroxyapatite and doped and antiseptic and 0 0
antibacterial activity
Hydroxyapatite and doped and antiseptic and 0 0

antibacterial activity and composite

Fonte: Adaptado de VIERIA et al., 2018, p. 91.

Quando se utilizou as expressbes hydroxyapatite and scaffold and

polysaccharide foram encontrados o total de 104 trabalhos na busca geral (1960-

2019) e ao se limitar o tempo, ou seja, entre 2007 a 2019, o total de 87 trabalhos foram

relacionados e, desse total, 74 trabalhos se tratam relativamente de pesquisas

cientificas no formato de artigos experimentais. Ao se levar em consideragdo o nimero

de trabalhos relacionados com as palavras-chave citadas anteriormente, cerca de
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aproximadamente 83,65% foram publicados na ultima década. Ou seja, o tema
relacionado vem ganhando maior atencdo na Ultima década por parte da comunidade
cientifica mundial.

Ao se combinar as palavras-chave: hydroxyapatite and scaffold and
polysaccharide and doped, 02 artigos foram encontrados, mas somente um desses se
trata efetivamente de pesquisa cientifica experimental, o outro artigo em questao se
trata de uma revisdo. O artigo intitulado “Bioactivation of knitted cellulose scaffolds
bystrontium” foi publicado no ano de 2008, por H. Brandt, F.A. Muller e P. Grell,
pesquisadores do Departamento de Ciéncias dos Materiais da Universidade de
Erlangen-Nuremberg, Alemanha. O artigo aborda a utilizacdo das propriedades do
estroncio (Sr?*) no tratamento contra a osteoporose, sua atividade anabdlica e de néo

reabsorcéo.

O material utilizado foi na forma scaffold que foram preparados utilizando uma
composicdo contenho HA dopada com Sr?* mais celulose. O estudo avaliou a cinética
de liberacéo do Sr?* durante exposicéo estatica a fluido corporal simulado para avaliar
a precipitacdo de hidroxiapatita carbonatada 6ssea sob condi¢cdes que simulassem a

parte inorganica do plasma sanguineo humano.

Assim, ao se avaliar as palavras-chave: hydroxyapatite and doped and gallium
ou hydroxyapatite and doped and cerium que formam o material de partida para a
composicdo dos biocompdsitos desenvolvidos, a partir do estudo dos artigos
encontrados para as combinacfes, pode-se extrair informacdes importantes como,
por exemplo, método de sintese, 0s microrganismos utilizados em testes
antibacterianos, além dos objetivos das pesquisas que, no geral, € de desenvolver um
material com atividade antibacteriana e estimular a formacéo novos tecidos 6sseos a

partir da sintese de hidroxiapatitas dopadas.

7

O galio (Ga), por exemplo, € atualmente considerado néo-téxico em
organismos Vvivo e, mesmo que 0s sais e complexos de gdlio ndo tenham funcéo
fisiologica conhecida no corpo humano, algumas de suas caracteristicas permitem a
sua interacdo com processos celulares e proteinas biologicamente importantes,
especialmente as que atuam no metabolismo do ferro (MELNIKOV et al., 2019).
Outros estudos avaliados, apresentam a associacao do Ce com a HA dopada a fim
de melhorar as propriedades biologicas e conferir maior atividade antibacteriana ao

material. Por exemplo, Hu et al., (2014), sugerem que o Ce participa na regulagéo da
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migracao e diferenciacdo osteogénica de células estromais mesenquimal da medula

0ssea (BMSCs) (HU et al., 2014). A Tabela 2 apresenta alguns desses artigos e traca

uma relacéo da utilizacdo dos materiais sintetizados e suas aplicacdes e a Tabela 3

mostra seus respectivos objetivos.

Tabela 2. Relacdo dos materiais sintetizados em alguns artigos estudados e suas

aplicacoes.

Material

Método de
sintese

Aplicacao

Autor/Ano de
publicacdo

Compdsito de hidrogel
de HA a base de goma
xantana

Soaking process

Engenharia tecidual
Ossea

Izawa et al., 2014.

Scaffold a base de HA e
goma ardbica

Co-precipitagcéo e
dissolucéo

Engenharia tecidual
Ossea

Hadavi et al., 2017.

Scaffold nanofibroso de
algodao a base de
celulose e nano-HA

Eletrofiacdo

Engenharia tecidual
Ossea

Ao et al., 2017.

Fosfato de célcio amorfo
dopado com gélio

Sol-gel

Inibicdo de Pseudomonas
aeruginosa e Engenharia
tecidual 6ssea

Yang et al., 2016.

Hidroxiapatita dopada
com galio

Suspenséo coloidal

Aplicacdes em implantes
ortopédicos

Melnikov et al., 2019

Revestimento de
coladgeno e hidroxiapatia
sobre a superficie da
liga Ti-6Al-4V

Self-assembly e
nucleacao.

Aplicacdes em implantes
ortopédicos

Hu et al., 2018

Galio revestindo a
hidroxiapatita

Suspenséo coloidal

Cirurgias Ortopédicas

Melnikov et al., 2009

Hidroxiapatita co-
substituida por estréncio

Irradiagdo de micro-

Inibicdo de
Staphylococcus aureus,

Gopi et al., 2014.

e cério ondas Escherichia coli
Composito de Inibicdo de
hidroxiapatita reforgcada Staphylococcus aureus,
com vidro dopado com Co-precipitacao Staphylococcus Morais et al., 2015.
cério epidermidis,
Pseudomonas aeruginosa
Inibicdo de

Hidroxiapatita dopada
com cério (IV)

Co-precipitacao

Staphylococcus aureus,
Escherichia coli

Ciobanu et al., 2016

Hidroxiapatita e
fluorohidroxiapatita co-
substituida por zirconia

e cério

Sol-gel

Inibicdo de
Staphylococcus aureus,
Escherichia coli

Sanyal et al., 2016

Fonte: Adaptado de VIERIA et al., 2018, p.

92.



Tabela 3. Titulos e objetivos dos artigos citados na Tabela 2.

Titulo

Autores

Objetivo dos artigos

Mineralization of hydroxyapatite upon a unique
xanthan gum hydrogel by an alternate soaking
process

Izawa et al., 2014.

Produzir um hidrogel que servira como molde organico para mineralizagdo biomimética
do calcio no tecido 6sseo.

Novel calcified gum Arabic porous nano-
composite scaffold for bone tissue regeneration

Hadavi et al., 2017.

Verificar os efeitos proporcionados do scaffold a base
polissacarideo/nano-HA sobre o mecanismo de ossificacao in vitro.

Fabrication and characterization of
electrospuncellulose/nano-hydroxyapatite
nanofibers for bone tissue engineering

Ao et al., 2017.

Desenvolver um processo eficaz para a fabricagdo de um nanocompdsito a base de
celulose/nano-HA/algodé&o através do processo electrospinning.

Novel gallium-doped amorphous calcium
phosphate nanoparticles: Preparation, application
and structure study

Yang et al., 2016.

Desenvolver um fosfato de célcio amorfo dopado com gélio com propriedades
antibacterianas e biologicamente ativas

Evaluation of in vitro toxicity of hydroxyapatite
doped with gallium

Melnikov et al., 2019

Avaliar a toxicidade in vitro em células de macaco da hidroxiapatita
dopado com gélio

Sectioning Studies of Biomimetic Collagen-
Hydroxyapatite Coatings on Ti-6Al-4V Substrates
Using Focused lon Beam

Hu et al., 2018

Sintese de um revestimento biomimético de colageno-hidroxiapatia sobre a superficie da
liga Ti-6Al-4V que possa simular propriedades do 0sso humano.

Gallium-containing hydroxyapatite for potential
use in orthopedics

Melnikov et al., 2009

Sintese de um material ceramico contendo galio revestindo a hidroxiapatita para ter seu
uso voltado as cirurgias ortopédicas

Strontium, cerium co-substituted hydroxyapatite
nanoparticles: Synthesis, characterization,
antibacterial activity towards prokaryotic strains
and in vitro studies

Gopi et al., 2014.

Sintetizar hidroxiapatita dopada com estréncio e cério para melhorar as aplicacdes
biomédicas e estudar a atividade antibacteriana contra as bactérias Escherichia coli,
Staphylococcus aureus, mostrando a influéncia da concentragdo de Sr>* e Ce®* sobre o
tamanho, a morfologia, a pureza, cristalinidade, atividade antibacteriana e capacidade de
ligacdo com osso.

Novel cerium doped glas sreinforced
hydroxyapatite with antibacterial and
osteoconductive properties for
bone tissue regeneration

Morais et al., 2015.

Desenvolver um compdsito de hidroxiapatita reforgada com vidro dopado com cério, e
estudar suas propriedades o fisico-quimicas, biolégicas e biomecénicas.

New cerium(IV)-substituted hydroxyapatite
nanopatrticles: Preparation and characterization

Ciobanu et al., 2016.

Preparar nano pés de hidroxiapatita dopada com cério (IV) por meio do método de co-
precipitacdo. Avaliar os efeitos da substituicdo do célcio por cério, sobre a morfologia, a
pureza, cristalinidade, tamanho de cristalito e capacidade antibacteriana.

Structural and antibacterial activity of
hydroxyapatite and fluorohydroxyapatite co--
substituted with zirconium-cerium ions

Sanyal et al., 2016.

Estudar os efeitos da co-substituicdo do célcio por ions zircénio (Zr) e cério (Ce) na
estrutura da hidroxiapatita e da fluorohidroxiapatita, sobre o tamanho de cristalito,
morfologia, cristalinidade, estudos térmicos e quanto a atividade antibacteriana contra S.
aureus e E. coli.

Fonte: Adaptado de VIEIRA et al., 2018, p.

93.

ce
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Nota-se que alguns desses trabalhos listados nas Tabelas 2 e 3 utilizam
estudos da hidroxiapatita dopado com ions galio e cério, bem como a combinacao
desse com outros metais como estroncio e zirconia e avaliam a sua capacidade de
inibicdo bacteriana. Essa dopagem é possivel gracas a estrutura quimica da HA que
pode facilmente acomodar uma variedade de substituintes catiénicos e anionico.

A Figura 2 apresenta a projecao da célula unitaria (hexagonal) da hidroxiapatita
guando projetada para baixo do eixo ¢ [001], mostra um grupo OH no centro da
estrutura e a posicéo dos dois tipos de céations de célcio: célcio 1 (Ca(1)) e célcio 2
(Ca(2)) para melhor entendimento de como € possivel ocorrer a substituicdo dos ions
da HAp. Os atomos de calcio Ca(l) estdo localizados nas extremidades de um
sextavado célula unitaria, enquanto que os atomos de célcio Ca(2) estdo em uma
posicdo mais interna ao redor do grupo OH. O grupo de fosfato (PO4*) é o maior ion
gue constroi as células unitarias (UDHAYAKUMAREet al., 2016).

Figura 2. Projecdo da célula unitéria da hidroxiapatita.
Fonte: Disponivel em VIEIRA et al., 2018, p. 94.

A pesquisa no banco de dados dos artigos, 0s numeros revelaram que a maioria
dos trabalhos desenvolvem materiais para futuras aplicacdes destes na area de
engenharia tecidual, porém notou-se com a utilizagdo das palavra-chave
selecionadas, que existe uma baixa taxa de aplicagdes desses materiais voltados para
a area da engenharia tecidual e biomédica. Em outras palavras, 0os materiais

estudados possuem a caracteristica de inibicdo do crescimento bacteriano, porém, as
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buscam mostraram a néo utilizagcdo desses biomateriais organizados na forma de

biocompdésitos ou scaffold.

Os artigos selecionados e relatados nas Tabelas 2 e 3 abordam como principal
objetivo a dopagem da HA e o melhoramento das suas propriedades de inibicao de
crescimento bacterioldgico. Na sua maioria, os trabalhos que objetivam tal finalidade,
abordam as metodologias utilizadas para as sinteses e caracteriza¢cdes dos materiais
como, também, os ensaios biolégicos utilizados para a investigacdo da propriedade
antibacteriana que esses materiais possuem. Porém, ndo deixam claro como funciona

0 mecanismo de atuacdo desses materiais junto as bactérias.

Uma das causas que leva a falha dos implantes convencionais € a infeccéo
causada por bactérias. Diante disso, os trabalhos cientificos estudados buscaram
melhorar as propriedades biologicas da HA através da dopagem, visto que esse
procedimento pode agregar a HA propriedades que estimulem a neoformacéo 6ssea
3e atuacdo como agente antibacteriano. As bactérias, principais causadoras das
infeccbes, sdo classificadas em gram-positivas e gram-negativas (ROANE et al.,

2009).

Essa classificacdo € dada segundo diferengas na arquitetura da parede celular.
A parede celular gram-positiva consiste de uma camada espessa de peptideoglicano,
enquanto que a parede celular da gram-negativa apresenta estrutura e composicéo
da membrana mais complexa. A gram-negativa possui a camada de peptideoglicano
mais fina e a superficie externa da célula possui uma membrana formada por
proteinas, lipopolissacarideos e fosfolipidios chamada de membrana externa (ROANE

et al., 2009).

O espaco entre o peptideoglicano e a membrana externa € conhecido como
espaco periplasmatico, este espaco apresenta em alguns pontos enzimas e proteinas
e desempenha vérias funcdes fisiologicas, a Figura 3 mostra a comparacao entre as
composicbes das paredes celulares de bactérias gram-positiva e gram-negativa
(ROANE et al., 2009).

E possivel observar na Figura 3 que a superficie da bactéria gram-positiva é
coberta, principalmente, por polissacarideos neutros e acidos, grande namero de
diferentes proteinas, acidos teicdicos, jA a membrana externa das gram-negativas

apresenta uma distribuigcdo irregular de lipideos sobre as faces externa e interna, onde

% Processo de reconstrugdo do defeito tecidual 6sseo
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a face externa contém todos os lipopolissacarideos, enquanto a face interna contém
a maioria dos fosfolipidios (SILHAVY et al., 2010).

Porinas

Lipoproteinas

Lipopolissacarido

. . 7
Peptidoglicano .sgg‘g@‘
T ee®

Outra membrana
..‘. celular

»
Membrana celular

Fostolipidios
Proteinas das
membranas

GRAM-NEGATIVA

Acido teicodico

\

periplasmatico

Acido lipoteicoico

} Peptidoglicano

} Membrana celular

Espago
periplasmatico

Proteinas das

Lipidios membranas

GRAM-POSITIVA

Figura 3. Comparacdo da parede celular das bactérias gram-negativa e gram-
negativa.
Fonte: Disponivel em VIEIRA et al., 2018, p. 95.

Dentre a classe de bactérias testadas, destacam-se as gram-positivas como
sendo o tipo mais estudado nos trabalhos. Das bactérias gram-positivas estudadas, a
Staphylococcus aureus ganhou mais destaque entre os artigos pesquisados. A S.
aureus é um patogeno excepcionalmente bem adaptado que pode sobreviver em
condicdes diferentes, sem exigéncias nutricionais ou ambientais particulares.

As infec¢gBes causadas por S. aureus aumentaram ao longo dos anos, sendo

uma das principais causas de infec¢des bacterianas em humanos a nivel mundial. Nas
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tltimas décadas, o tratamento dessas infec¢des tornou-se mais dificil principalmente
pelo fato de a S. aureus desenvolver mecanismos de resisténcia aos antibioticos
usados nos tratamentos (BAPTISTA et al., 2016; STEFANI et al., 2015). Enquanto que
para as gram-negativas, a mais testada foi a E. coli, que apesar do nimero reduzido
na causa deste tipo de infec¢éo, € um grupo relevante na pratica clinica, apresentando
uma maior dificuldade em seu tratamento (HSIEH et al., 2009).

Gopi et al. (2014), produziram nanoparticulas de hidroxiapatita pura (nano-HA),
de hidroxiapatita dopada com estréncio (Ca/Sr-HA), hidroxiapatita co-substituida com
estroncio e cério (Ca/Sr/Ce-HA) em diferentes concentracdes de cério (0,05, 0,075 e
0,1 mol/L) através do método de irradiagdo de micro-ondas. Todos os materiais
sintetizados foram investigados por espectroscopia no infravermelho por transformada
de Fourrier (FTIR), difracéo de raios-X (DRX), de microscopia eletronica de varredura
com emissdo de campo (MEV-FEG), analise dispersiva de raios-X de energia (EDS),
microscopia eletrbnica de transmissdo de alta resolucdo (HRTEM) e analise
termogravimétrica (TG).

A atividade antibacteriana das nanoparticulas obtidas foi avaliada contra duas
estirpes procariotas, E. coli e S. aureus, utilizando o método de difusdo de disco. Os
resultados obtidos revelaram que a amostra Ca/Sr/Ce-HAp com a concentracdo de
0,1 mol/L de cério apresentou maior atividade antibacteriana frente as duas estirpes
testadas quando comparado com os resultados obtidos com a HA e Ca/Sr/HAp, Gopi
et al. (2014) afirmam que o Ce3®* desempenhou um papel vital no aumento da atividade
antibacteriana da nanoparticula sintetizada. A fim de avaliar a bioatividade das
amostras, fizeram testes utilizando o fluido corporal simulado (SBF) durante varios
dias e observaram que os ions Sr?* e Ce** contribuiram para a formacéo de apatita
concluindo que a nanoparticula Ca/Sr/Ce-HA sintetizada pode ser um biomaterial

promissor para aplicacdes biomédicas.

No trabalho de Morais et al. (2015), foi desenvolvido um compdsito de
hidroxiapatita reforcada com vidro dopado com cério (GR-HAp-Ce). As fases formadas
no material sintetizado foram identificadas com o auxilio das técnicas microscopia
eletrbnica de varredura acoplada a energia dispersa secundaria (MEV-EDS e DRX),
além da fase da hidroxiapatita o material apresentou as fases B-TCP e a-TCP, a
incorporacao do metal também foi confirmada. Os autores concluiram que a presenca

do cério no compoésito GR-HAp-Ce proporcionou um efeito antibacteriano eficaz contra
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bactérias S. aureus e S. epidermidis, porém; esse efeito ndo foi observado para a
bactéria P. aeruginosa. Além de investigar a atividade antibacteriana avaliou-se
também as propriedades osteocondutoras do material, o qual foi realizado utilizando
células osteoblasticas humana e mostrou que a adicdo de cério ndo afetou a
viabilidade celular do material e que o mesmo apresentou boa capacidade

osteocondutora.

Kurtjak et al. (2016), desenvolveram um novo biomaterial na forma de
nanocompasitos constituido de nanoparticulas de hidroxiapatita dopada com galio. O
material foi obtido utilizado o método da emulsificacdo por ultrassom. Os referidos
pesquisadores avaliaram as propriedades de material contra P. aeruginosa e também
a sua citotoxicidade utilizando as células de fibroblastos de pulm&o de humanos e de
ratos, além de fazerem um estudo da liberacdo de Ga®** aos meios bioldgicos

estudados.

O material foi caracterizado por DRX, FTIR, UV-Vis, MEV e TEM. A técnica
para avaliar os efeitos antibacterianos do material foi 0 método do contato direto e 0s
efeitos da viabilidade celular foi por meio do ensaio de MTT. Os autores concluiram
gue o material possui uma alta taxa de atividade antibacteriana e biocompatibilidade,
sendo classificados como um biomaterial bastante promissor que podera ter seu uso
futuro em aplicacbes biomédicas (engenharia de tecidos, cicatrizacdo de feridas,

reparo de fraturas 6sseas, prevencao de infecgdes durante a implantacao).

Usando o método de co-precipitacdo, Ciobanu et al. (2015), sintetizaram
nanoparticulas de hidroxiapatita pura e hidroxiapatita dopada com cério (Ce-HA) em
diferentes concentracdes no intervalo de 1% a 25% (com variacéo de 5%) e buscaram
avaliar sua propriedade antibacteriana. Os efeitos da substituicdo de Ca?* por Ce** e
seus efeitos na morfologia, pureza, cristalinidade, tamanho de cristalito e capacidade
antibacteriana dos pés de hidroxiapatita foram investigados por meio das técnicas
microscopia eletrénica de varredura (MEV) acoplada com analise de raios-X (EDX),
difracdo de raios X em p6 (DRX), espectroscopia de fotoelétrons excitados por raios
X (XPS), espectroscopia no infravermelho (FTIR) e analise de area de superficie
Brunauer-Emmett-Teller (BET) confirmando a formacéo da hidroxiapatita e a presenca
de ions Ce** e Ce®*" em sua rede cristalina. Os materiais dopados obtiveram melhores

resultado de inibicdo bacteriana indicando que a presenca do ion contribuiu para a
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inibicdo das bactérias, porém os nano-pos de Ce-HA foram mais eficazes contra a
bactéria E. coli do que contra S. aureus.

Sanyal e Raja (2016), fizeram um estudo sobre efeito da co-substituicdo de Zr
e Ce na estrutura da HA e da fluorohidroxiapatita (FHA), pelo método sol-gel. A
obtencao das amostras foi confirmada com os espectros de FTIR e DRX, observou-
se que mesmo com o0 aumento da concentracdo dos ions Zr #* e Ce*" a formacéo da
fase HA foi mantida. Os materiais co-substituidos apresentaram melhores resultados
de atividade antibacteriana quando comparados a hidroxiapatita pura, sendo que o
material com maior concentracdo de cério apresentou os melhores resultados de
inibicdo bacteriana contra as bactérias E. coli e S. aureus. Todos os artigos
encontrados relatam que o a presenca ion cério na estrutura da hidroxiapatita
melhorou a atividade antibacteriana e também conferiu ao material uma melhora na

bioatividade e pode contribuir para a formacéo de novos tecidos 6sseos.
3.2 Busca nos principais bandos de patentes

Os resultados das pesquisas executadas nos bancos de patentes EPO
(European Patent Office), USPTO (United States Patentand Trademark Office's) e
INPI (Instituto Nacional da Propriedade Industrial) utilizando as palavras-chave
separadas e combinadas: hydroxyapatite, composite, doped, gallium, cerium, scaffold,
polysaccharide, antiseptice e “antibacterial activity” estdo apresentadas na Tabela 4.
Utilizando as palavras-chave da pesquisa em inglés e portugués, foi possivel
encontrar os depdsitos de patentes nos principais bancos de dados de patentes.
Segundos os dados dispostos na Tabela 4, no banco INPI foram encontradas 118
patentes depositadas com a palavra hidroxiapatita e 82 quando se utilizou a palavra

arcabouco (scaffold).

Essas palavras combinadas, ou seja, hidroxiapatita AND scaffold, deram o
resultado, por exemplo, de uma patente depositada no INPI sob nimero 0905514-2.
A patente Pl 0905514-2 traz um processo para a obtencdo do scaffold de um
biomaterial hidrogel compésito (CNHAP) a base de quitosana (QT) e HA, com grande
potencial de aplicacdo na area médica-odontologica, demonstrando caracteristicas de
biocompatibilidade evidenciadas por ensaios classicos in vitro. Estas caracteristicas
estdo associadas a combinacdo de propriedades fisico-quimicas e biologicas dos

materiais que o compdem. CNHAP foi obtido na forma de hidrogel com boas
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caracteristicas mecanicas, de facil manuseio e modelagem, com alta porosidade, o
gue o torna promissor como material de preenchimento ésseo.

Tabela 4. Quantidade de patentes encontradas nos bancos de patentes EPO, USPTO

e INPI.

Palavras-chave EPO USPTO INPI

Hydroxyapatite 8.573 636 118

Composite >10.000 >10.000 2904
Scaffold >10.000 2.360 82

Polysaccharide >10.000 3.682 657
Doped >10.000 26.823 82

Gallium >10.000 5.190 121

Cerium >10.000 3.005 275

Antibacterial activity >10.000 1.117 117
Antiseptic >10.000 595 61
Hydroxyapatite and composite 1.555 61 7
Hydroxyapatite and scaffold 293 15 4
Hydroxyapatite and scaffold and polysaccharide 2 895 0
Hydroxyapatite and doped 184 812 1
Hydroxyapatite and doped and gallium 0 87 1
Hydroxyapatite and doped and cerium 3 139 1
Hydroxyapatite and doped and antibacterial activity 3 180 1
Hydroxyapatite and antiseptic 25 601 0
Hydroxyapatite and composite and antiseptic 2 188 0
Hydroxyapatite and doped and antiseptic and antibacterial 0 19 0

activity
Hydroxyapatite and doped and antiseptic and composite 0 7 0
and antibacterial activity

Fonte: Adaptado de VIEIRA et al., 2018, p. 97.

A producdo do scaffold hidrogel compdsito CNHAP foi efetuada por um
procedimento de mineralizac&o in situ do hidrogel polimérico a base de QT, por HA.
Este método de mineralizacdo in situ promoveu caracteristicas mecanicas e de
bioatividade ao CNHAP, adequadas a aplicacdo médico-odontologico. Vale destacar
gue os termos combinados: hidroxiapatita e dopagem, hidroxiapatita e dopagem e
galio, hidroxiapatita e dopagem cério, no banco de patentes do INPI, registrou o total
de uma patente. A patente BR 10 2018 009777-6 intitulada “Composicao de
hidroxiapatita dopada com metais com propriedades antimicrobianas para aplicacdes
como materiais de preenchimento 6sseo” € de propriedade dos autores desse estudo.

Além da biocompatibilidade, materiais de preenchimento de tecidos devem ser
capazes de promover adesdo, proliferacdo e diferenciacdo celular, requisitos

essenciais a bioengenharia de tecidos, a qual vem sendo cada vez mais explorada,
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dentro da prética clinica. Para os termos hydroxyapatite and composite and antiseptic
reveleram um total de duas patentes no banco EPO. A patente CN204728143 (U), por
exemplo, se trata do desenvolvimento de um biocompdsito baseado em um
antisséptico inorganico e hidroxiapatita dopada com Ag e Zn sobre a superficie de
fiboras de celulose de bambu. J4 para as combinacdes das expressfes com as
palavras-chave: hydroxyapatite AND doped AND antiseptic AND composite AND
“antibacterial activity” ndo foram encontradas patentes depositadas nos bancos EPO
e INPI e um total de 7 patentes no banco USPTO.

Avaliando os resultados encontrados, pode-se entender que os resultados
expressam a inexisténcia de deposito de patentes e sugerem que essa area de
pesquisa é bastante promissora. Nas pesquisas de patentes no banco de dados EPO
(Tabela 4), ao se pesquisar patentes utilizando a expressao: hydroxyapatite AND
doped AND “antibacterial activity”, 2 registros de patentes foram encontrados. Ao se
utilizar a expresséo: hydroxyapatite AND scaffold AND polysaccharide, também no
EPO, foram encontrados 2 registros de patentes. Por fim, ao se utilizar a expressao:
hydroxyapatite AND composite AND antiseptic AND “antibacterial activity” nenhum
registro de patentes foi localizado. Na Tabela 5 se encontra as informacdes acerca

dessas patentes encontradas.

Vale ressaltar que os polissacarideos citados nas patentes (Tabela 5) foram
definidos como sendo qualquer molécula composta por duas ou mais moléculas de
unidades de monossacarideos. Dentre eles, as patentes citaram a utilizacdo da
guitosana, do acido hialurénico, do sulfato de condroitina, do alginato, da quitina, do
dextrano e de outros polissacaridos naturais, que sao o material de matriz extracelular
ideal para a composicao de scaffolds aplicados nas areas da engenharia de tecidos e
biomédica.

Os dados obtidos velaram que existe uma baixa quantidade de patentes
relacionadas aos temas referentes a engenharia tecidual, ou seja, invencdes
associadas a HA e formuladas como biocompdsitos, que é o tema geral desse
trabalho. Em especial, existe um déficit de biomateriais com propriedades de atividade
antibacteriana associadas a HA, a polissacarideos e a composi¢cdo de farmacos
antimicrobianos e scaffold para aplicacbes de regeneracdo tecidual Ossea. Foi

abordado ao longo deste trabalho alguns dos problemas que as aplicagdes de
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implantes podem causar ao organismo receptor, no caso, problemas infeciosos

provenientes de bactérias.

Para uma melhor coeréncia aos resultados obtidos, foram avaliados produtos
presentes no mercado a base de HA. A pesquisa por empresas especializadas no
desenvolvimento e comercializacdo de biomateriais a base de hidroxiapatita com
aplicacbes em engenharia de tecido foram realizadas através de buscadores de
internet. As palavras-chave escolhidas mostraram informagbes sobre empresas,
produtos e formulagodes.

Tabela 5. Caracteristicas das patentes encontradas no EPO.

Titulo Classificacao | Pais Resumo
Polyether ether ketone/nano AB1L27/42; Preparagédo de um implante dentario
hydroxyapatite dental implant A61L27/12; China a base poliéter cetona/nanoHAp
and manufacturing method A61L27/18; dopado com Ag* e Zn** com
thereof. A61L27/54 propriedades antibacterianas.
antibacterial diamond-like A61L27/32; com propriedades antibacterianas
carbon/hydroxyapatite A61L27/54; China . .
gradient multi-element nano C23C14/06; para serem utllllzados como, materiais
coating. C23C14/35 de revestllme?tqs nas areas
biomédicas.
) Método para a preparacédo de um
Porous polysgt?chande AB1L27/12; scaffolds compostos de
scaffold compnsmg nano- A61L27/20; Franca polissacarideo e hidroxiapatita
hydroxyapatite and use for A61L27/56 utilizado como suporte de

bone formation. mineralizagdo tecidual

Scaffold composto por
nanoparticulas magnéticas de
A61L27/26; China hidroxiapatita/ferro com elevada
A61L27/46 biocompatibilidade celular e alta
resisténcia mecéanica apoés a adi¢do

do polissacarido natural.

Continuous gradient
composite scaffold and
preparation method thereof.

Fonte: Disponivel em VIEIRA et al., 2018, p. 97.

Por exemplo, a empresa brasileira JHS Biomateriais desenvolve um compdsito
chamado de HAP-91 constituido de hidroxiapatita porosa, cristalina, biocompativel,
pura, amplamente testado como material de enxerto 0sseo e com excelente
biocompatibilidade com organismos vivos. Além disso, é hidrofilica e o p6 pode ser
utilizado diretamente no organismo e pode ser também agregada a gotas do sangue
do proprio paciente.

Outro biomaterial desenvolvido pela JHS Biomateriais é o COL.HAP-91. O

COL.HAP-91 é um compdsito de HA e coladgeno que constituem um material
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esponjoso (25% de colageno e 75% de HAP-91) com propriedades hemostéticas da
malha de fibras de colageno natural purificado, biocompativel, biocompativel, facil
manuseio, absorvivel e osteocondutor. Ambos os produtos sao registrados junto ao
Ministério da Saude brasileiro e possuem também marca protegida junto ao INPI. O
preco médio no mercado da HAP-91 gira em trono de R$ 82,00 a 95,00 a cada 1000
g. Ja o preco da unidade para material COL.HAP-91 varia entre R$ 85,00 a 90,00.

A empresa brasileira Bionnovation®, em seu catdlogo de produtos, vende
enxerto 0sseo de hidroxiapatita para aplicacbes em cirurgias ortopédicas,
craniomaxilofacial e dentaria. A hidroxiapatita é obtida a partir do hidroxido de célcio
e acido fosforico. O produto possui particulas radiopacas de diversos tamanhos que

auxiliam no desenvolvimento das células 6sseas.

Esses materiais, quando em contato com a matriz 0ssea, comportam-se como
scaffold facilitando a migracdo de capilares e células do leito receptor para se
diferenciar dentro desta estrutura calcificada e favorece a osteoconducao de células
formadoras de novo tecido 0sseo. A empresa norte-americana Berkeley Advanced
Biomaterials Inc desenvolve hidroxiapatita, fosfato tricalcico e outros produtos a base
de célcio. As suas atividades se concentram também aplicagdes como enxerto 0sseo
e cirurgias ortopédicas. A empresa europeia Fluidinova é especializada na producéo
de hidroxiapatita nanocristalina, comercializada sob a marca nanoMIX®. A Fluidinova
abastece empresas que fabricam dispositivos médicos, cosméticos, cremes dentais e
outras aplicacdes. Nao foram encontrados materiais no mercado ao se pesquisar com
as palavras-chaves: hidroxiapatita, engenharia de tecidos, polissacarideos e scaffold,

mesmo com as duas patentes depositadas na EPO (Tabela 5).

Porém, ao se utilizar as palavras-chave hidroxiapatita and engenharia de
tecidos, empresas e produtos da area da engenharia tecidual foram encontrados
como, por exemplo, a empresa Atex Technologies Inc (China), Electrospinning
Company (Inglaterra), Bio-Scaffold International Pte Ltd (Singapura), GeSiM
(Alemanha), Matricel (Alemanha), Silkbiomaterial (Italia), ExCel Matrix Biological
Devices (P) Ltd (EUA) e Nanofiber solutions (EUA). A Tabela 6 mostra alguns
materiais disponiveis no mercado a base de hidroxiapatita utilizados na area da
engenharia tecidual. Esta disponivel também algumas empresas, sede,
caracteristicas, aplicagdo e nome comercial de alguns produtos existentes no

mercado.
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Tabela 6. Biomateriais a base de hidroxiapatita encontrando no mercado.

Empresa Material Caracteristica Aplicacéo Pais
sede
JHS Biomateriais HAP-91 P6 Enxerto 6sseo Brasil
JHS Biomateriais COL.HAP-91 Scaffold Enxerto 6sseo Brasil
Bionnovation® HAP - Pé Enxerto 6sseo Brasil
Bionnovation®
Baumer GenPhos HATCP P6 Enxerto 6sseo Brasil
Oral science Remix® Pasta Dental Products Franca
SofSera SHAp Po Enxerto 6sseo Japao
SANGI CO. LTD. Medical nano- Pasta Dental Products Japéo
hydroxyapatite
Sewon Cellontech OssFill Gel Enxerto 6sseo Coréia do
Co., Ltd. Sul
GranuLab GranuMas® Granulos Enxerto 6sseo Maléasia
Fluidinova nanoMIX® Po Biomédica/Cosmeético Portugal
Berkeley Advanced Enxerto 6sseo/
Biomaterials Inc. BABI-HAP-G2 Granulos Cirurgias ortopédicas EUA
Berkeley Advanced Compositos/
Biomaterials Inc. BABI-HAP-N100 Po Purificacdo de DNA e EUA
proteinas/
Material de referéncia.

Fonte: Disponivel em VIEIRA, et al., 2018, p. 98.

4. CONCLUSAO

Analisando os resultados apresentados pode-se afirmar a utlizacdo da
hidroxiapatita esta relacionada a utilizacdo nas areas da engenharia tecidual e
regeneracado oOssea. A producdo de scaffolds esta quase sempre associada aos
polissacarideos ou aos biopolimeros naturais devido as suas elevadas
biocompatibilidades. A dopagem da hidroxiapatita com metais e a incorporacéao de
antissépticos corresponde a uma area nao explorada é bastante promissora, devido a
auséncia de publicacfes e as aplicacdes que esses materiais apresentam. As buscas
relacionadas as patentes e artigos cientificos, nos bancos levantados, mostram que
hd um numero baixo de estudos que contenham as palavras-chave escolhidas e
combinadas: hydroxyapatite and scaffold and polysaccharide and doped and gallium
and cerium and antiseptic and antibacterial activity, referente ao objetivo deste
trabalho. Entre os microrganismos, destacaram-se as bactérias Escherichia coli e
Staphylococcus aureus como principais bactérias estudas. Isto pode ser devido ao
fato de serem as bactérias mais acessiveis para a realizacdo de pesquisas, ademais,
a Staphylococcus aureus é considerada um dos agentes mais comum presentes em

infeccdes Osseas.
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CAPITULO 2: ESTUDO EXPERIMENTAL E TEORICO

Biomaterial de hidroxiapatita dopada com galio e clorexidina com

propriedades antibacterianas: um estudo experimental e tedrico

Resumo

Biomateriais tém sido cada vez mais utilizados como materiais de
restauracdo e de preenchimento de tecidos 6sseos e dentarios. A hidroxiapatita
dopada com Ga (Ga-HA) associada a clorexidina (CLX), pode ser uma dessas
alternativas. Nesse trabalho, a sintese da Ga-HA ocorreu via método da precipitacédo
guimica, seguida da formulacdo do biomaterial Ga-HA/CLX que ocorreu na interface
solido-liquido variando a concentracdo da CLX (0,20; 0,80 e 1,20% v/v). Os resultados
de caracterizacao das particulas de Ga-HA por DRX revelaram uma similaridade com
o padréo JCPDS 001-1008. O refinamento de Rietveld confirmou a existéncia de um
perfil cristalino semelhante ao cartdo de numero 26205 (ICSD), com estrutura
hexagonal e grupo espacial P63/m. A caracterizacao por XPS confirmou a presenca
do Ga e a razdo Ca/P variou entre 1,50 a 1,72. Os espectros de FTIR dos
biocompdésitos Ga-HA/CLX mostraram uma banda em 830 cm™ correspondente a
deformacéao dos grupos fosfatos e deformacdes de grupos CH> proximas a regido de
1530 cm™ que sdo referentes a CLX. Os materiais tiveram as suas propriedades
antibacterianas (método do contato direto) e de citotoxicidade (ensaio do MTT)
avaliadas. Os materiais Ga-HA/CLX, em concentracfes variando entre 0,20 a 1,20%
vlv, apresentaram 100% de eficiéncia inibitéria contra as cepas bactérias
Staphylococcus aureus e Escherichia coli. O ensaio de MTT revelou que a presenca
do Ga no material potencializou os efeitos de viabilidade celular (fibroblastos). As
ceramicas HA e Ga-HA tiveram um nivel de confluéncia celular de 89,4 + 1,0% e 99,1
+ 3,2%, respectivamente e a proliferacdo celular para o compoésito Ga-HA/CLX-0,20
foi 81,0 + 3%. Assim, esses materiais foram classificados como sendo n&o-toxicos.
Finalmente, apos sintese e avaliacdo dessas propriedades bioldgicas, através de
célculos DFT (Density Functional Theory), foi possivel verificar a termodinamica
favoravel entre a interagcdo HA-CLX mediante coordenacdo do atomo de N do grupo
C=NH da CLX com atomos de calcio da superficie da HA.
Palavras-chave: hidroxiapatita, galio, antisséptico, biocompdsitos dentarios, atividade

antibacteriana, biocompatibilidade.
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1. INTRODUCAO

Os biomateriais sado definidos como uma classe de compostos que induzem
uma resposta apropriada ao interagir com moléculas biologicamente ativas e o0s
organismos vivos (CHEN; LIU, 2016). Dentre esses biomateriais, 0s biocompadsitos
dentérios tém sido estudados e utilizados ha mais de 60 anos como materiais de

restauracao e de preenchimento de tecidos 6sseos e dentérios (ALJABO et al., 2016).

Esses biomateriais e suas formula¢cdes como biocompdsitos devem apresentar
e possuir um conjunto de propriedades mecéanicas e biol6gicas adequadas que
permitam exercer funcdes que irdo auxiliar, substituir e estimular o crescimento
desses tecidos duros (GOMES et al., 2019; SIDDIQUI; PICKERING; MUCALO, 2018;
WAHL; CZERNUSZKA, 2006). Nesse contexto, a hidroxiapatita (HA),
Cai10(PO4)s(OH)2, € uma bioceramica muito usada em processos de reparacao
tecidual 6sseo por ser a principal constituinte da parte inorganica do 0sso, além disso,
apresenta elevadissimas propriedades de osteoinducdo, osteoconducdo e
osteogénica* (DACULSI et al., 2013; KATTIMANI; KONDAKA; LINGAMANENI, 2016;
WANG et al., 2019).

Esse tipo de biomaterial pode passar por modificacbes pontuais em suas
propriedades fisico-quimicas e bioldgicas, tais quais, a potencializacdo nos seus
efeitos antibacterianos, proliferacéo e diferenciacéo celular, efeitos ndo citotdxicos e
interacdo com farmacos como, por exemplo, modificacées que podem ser realizadas
por meio da incrementacédo de substituintes dopantes: Ag* (LAMKHAO et al., 2019),
Cu?* e Zn?* (MARIAPPAN et al., 2017), SeOz* (KOROWASH et al., 2017), Sr?* (TSAI
et al., 2018) e metais representativos (M3* = Al**, Ga3®*, In®" e Bi**) (KOLEKAR et al.,
2016; MELNIKQV et al., 2009; TITE et al., 2018; WEBSTER et al., 2004).

O galio (Ga®'), um cation bioativo, por exemplo, pode estar presente em
biomateriais inorganicos para aplicacées ortopédicas pois pode aumentar os efeitos
fisicos, quimicos e biolégicas nos tecidos adjacentes (GELJIC et al., 2018). O Ga é
atualmente considerado nao-toxico em organismos vivo €, mesmo que 0S sais e
complexos de gélio ndo tenham funcao fisiolégica conhecida no corpo humano,

algumas de suas caracteristicas permitem a sua interacdo com processos celulares e

4 E o relativo & osteogenia, que é a formacdo normal do tecido 6sseo por meio das células osteoblastos e osteoclastos.
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proteinas biologicamente importantes, especialmente as que atuam no metabolismo
do ferro (MELNIKOQV et al., 2019).

Embora os detalhes da acdo do Ga no osso humano ainda sejam incertas, ja
esta bem estabelecido que o mecanismo que envolve a inser¢cdo do Ga na rede
cristalina da HA causa uma maior protecéo relativas a reabsor¢céo dessa bioceramica
e causa um melhoramento nas suas propriedades biomecéanicas quando aplicadas
em sistema esquelético vivos (MELNIKOV; MALZAC; COELHO, 2008).

Vale ressaltar também que a inser¢éo de ions dopantes dentro dos parametros
de rede da HA podem acarretar também efeitos pontuais de mudancas na sua
cristalinidade (SAFARZADEH et al., 2019), aumento o nivel de interacao entre a HA e
a biomineralizacao tecidual (HUANG et al., 2015), uma vez que a estrutura 6ssea néo
€ composta somente por uma fase mineral inorganica, mas também por uma matriz
organica, constituida principalmente por colageno e polipeptidios (CURREY, 2005;
WEINER; WAGNER, 1998).

Em busca de um biomaterial que possua uma eficiéncia inibitéria bacteriana, a
associacao superficial de antissépticos para formulagdes de biocompdsitos ceramicos
se mostra ser uma excelente alternativa. A funcionalizacdo superficial da HA, por
exemplo, pode acarretar na potencializacdo das caracteristicas bioldgicas e
antibacterianas nesses biomateriais (SANTOS et al., 2019).

Assim, a clorexidina® (CLX), C22H30Cl2N1o (1, 1-bis hexametileno (5-p-
clorofenilbiguanida) di-D-gluconato), por exemplo, um antisséptico biocida com
propriedades antimicrobianas (DUTT; RATHORE; KHURANA, 2014), que apresenta
uma efetividade no controle de bactérias patogénicas na cavidade bucal ou como
agente topico (PANPALIYA et al., 2019), geralmente em produtos de higiene oral,
produtos para tratamento de doenca periodontal e vernize por ser uma alternativa para
constituir esses tipos de formulagcbes (PRETTI et al., 2015), pois agrupamentos
menores de sais de CLX sao o suficiente para retardar o desenvolvimento ou eliminar
as placas bacterianas, uma vez que quando administrados de maneira correta e em
concentragcfes adequadas, a CLX exibe baixos efeitos tdéxicos e corrosivos (KLUK;
REINHOLD; PEREIRA, 2016).

5 A clorexidina é uma base fraca, possui valor de constante de dissociacéo (pKa) a 25 °C de 10,8 e seu coeficiente de particao
octanol/agua (log P) é 0,1.
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Por isso, alguns estudos sugerem a utilizagdo da CLX como agente
antibacteriano em implantes 0sseos devido a alta resposta contra uma ampla
variedade de bactérias gram-positivas e gram-negativas (BELLIS et al., 2016). Porém,
o grande desafio terapéutico € da obtencdo de um sistema antimicrobiano eficaz que
mantenha os efeitos inibitérios por um determinado periodo adequado, reduzindo a
incidéncia da infecgéo local e de efeitos adversos, além de estimular o crescimento
tecidual 6sseo e a rapida recuperacdo do paciente em recuperacao.

Dessa forma, este trabalho teve por objetivo sintetizar e caracterizar a
hidroxiapatita dopada com galio (Ga-HA), seguida da producao e caracterizacéo de
um biocompésito do tipo Ga-HA/clorexidina (CLX), da avaliacdo das suas
propriedades antibacterianas contra as cepas bactérias Staphylococcus aureus e
Escherichia coli e seus efeitos de citotoxicas (in vitro) exercidas por diferentes
concentracdes de CLX adsorvida na superficie da Ga-HA; por fim, demonstrar atraves
de calculos DFT (Density Functional Theory) alguns parametros termodinamicos das

possiveis interacdes superficiais existentes entre a Ga-HA e a CLX.
2. METODOLOGIA
2.1Materiais e reagentes

Foram utilizados os reagentes: hidroxido de calcio (Vetec), Ca(OH),; fosfato de
amonio dibasico (Neon), (NH4)2HPO,), nitrato de galio (Ga(NOz)3) (Sigma-Aldrich) e
clorexidina, C22H30Cl2N1o, @ 20% v/v (Polyorganic). Os reagentes ndo passaram por
processo de purificacdo prévia e a agua utilizada para os processos de sintese foi
obtida pela purificacdo em um sistema Milli-Q (Millipore Corporation). Para os
experimentos de viabilidade celular utilizou-se a linhagem celular GM07492
(fibroblasto humano), células/poco: 1x10° meio de cultura DMEM (Gibco/
Thermofisher), suplementado com soro bovino fetal (SBF) (nutricell), DMSO (Sigma-

Aldric), penicilina e estreptomicina 10U/mL (Sigma-Aldrich).

2.2Sintese do compésito hidroxiapatita/clorexidina
2.2.1 Estagio |

O primeiro estagio (Ei) desse estudo foi sintetizar particulas de hidroxiapatita
pura (HA) e dopada com galio (Ga-HA). A sintese ocorreu por meio do método da
precipitacdo quimica (MPQ) (PANDEY et al., 2018) (Equacédo 1). Inicialmente, para a
sintese da HA (Sintese | = S)), 0,3700 g de Ca(OH )2 e 0,4473 g de (NH4)3sPO4 foram
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dissolvidos em 50,0 mL de &gua deionizada. Entdo, cada solucdo contendo os
percussores foi adicionada em um béquer de 250,0 mL para que a sintese via MSPQ
fosse iniciada. A sistema ficou sob agitacdo magnética por 3 h a 50 °C até a formacéao
de um precipitado branco. Esse precipitado entéo foi filtrado, centrifugado (2500 rpm/5
min) e lavado com agua destilada (5x) e seco em estufa (100 °C por 12 h). O pé branco
obtido foi desaglomerado com almofariz e pistilo e passado em uma peneira de malha
35 VT com abertura de 425 pm.
2.2.2 Estégio |l

A sintese das particulas Ga-HA foi processada conformes a S;; porém, com a
adicdo do agente dopante (Ga(NOs3)3) na sua forma em solucdo, com quantidade de
5,00% m/m em relagdo ao ion substituinte (Ca?*) seguindo a relagdo estequiométrica
entre Ca/P (Equacao 2) escolhida para esse estudo (Cag gsGao,05(PO4)s(OH)2) (SINGH
et al., 2017). As sinteses ocorreram em sistema aberto, em meio basico (pH = 10),

sem a utilizac&o de calcinacao apds filtragem e lavagem dos poés obtidos.
10 Ca(OH)z(s) + 6 (NH4)2HPO4(s) — Ca10(POa4)s(OH)2s) + 12 NH3g) +18 H2Opy (1)

9,95 Ca(OH)zs) + 0,05 Ga(NO3)3zag) + 6(NH4)2HPO4s) — Cag 95Gao,o5(PO4)s(OH)2| )
+ 18H20() + 12NH4" (ag) + 3NO3"(aq)

O segundo estagio (E;) foi realizar a incorporagéo da clorexidina (CLX) na
superficie do material. A funcionalizacédo das hidroxiapatitas (HA e Ga-HA) ocorreu
usando aproximadamente 0,50 g dos poés sintetizados no E; desse estudo com 25,0
mL de uma solucdo de CLX. A concentracdo de CLX escolhida para esse estudo foi
baseada em trabalhos ja realizados anteriormente pelo grupo (SANTOS et al., 2019)
gue utilizaram a CLX em um intervalo de concentracéo entre 0,20% a 20% v/v, assim,
escolheu-se o intervalo de concentracdo de 0,20 a 1,20% v/v. Dessa forma, a
incorporacdo da CLX ocorreu via processo da interface solido-liquido por agitacdo
rotacional (150 rpm), com temperatura fixa de 40 °C, em um periodo de tempo de 8h.
A solucdo do sobrenadante foi separada por centrifugacdo e quantificada, em
triplicata, através do UV-Vis (A = 255 nm) para a determinagéo da concentracao final

das solucdes através da Equacao 3:

c; —C
— (l f)x
m

Qe 14 (3
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no qual, Qe é a quantidade de CLX incorporada na hidroxiapatita em mg/g, Ci a
concentracgéo inicial da solugado de CLX em mg/L, Ct a concentracao do sobrenadante
em mg/L, V é o volume que foi utilizado no teste de adsor¢cédo (mL) e m é a massa de
HA que foi utilizada no teste de adsorcéo (g).

2.3Caracterizagéo

2.3.1 Caracterizacéo da hidroxiapatita

Os pés sintetizados foram caracterizados pela técnica de difracdo de raios-X
(DRX). Foi utilizado o equipamento LABX — XDR 600, Shimadzu, Cu — Ka (A =
1,5406A) com 26 no intervalo de 10° a 60°, com taxa de varredura de 2°/min e tempo
de exposicao de 40 min. A identificacdo da composicao das fases foi realizada pelo
refinamento Rietveld usando o software GSAS/EXPGUI 2012. Para a coleta de dados
do refinamento a variacao 26 foi entre 10 ° a 110 °, com taxa de varredura de 1°/min,
tamanho de passo de 0,02° e tempo de medicdo de 5s por passo. Os difratogramas
obtidos foram comparados com perfis reportados na literatura e seus respectivos

cartbes da base de dados The International Centre for Diffraction Data (ICDD).

A identificac&o do galio foi realizada por meio da Espectroscopia de fotoelétrons
excitados por raio-X (XPS). Os espectros foram obtidos com um sistema de
espectrometro (ESCA+, Scienta-Omicron) equipado com um analisador hemisférico
(EA125) e uma fonte de radiagcdo monocromada Al Ka (Xm1000, 1486,7 eV). A fonte
de raios-X foi usada com uma poténcia de 280 W, enquanto o espectrémetro
trabalhava em um modo de passos de energia constante de 50 eV. As analises foram
realizadas no Grupo Crescimento de Cristais e Materiais Ceramicos — Instituto de
Fisica de S&o Carlos — USP.

2.3.2 Caracterizacdo do compdésito hidroxiapatita/clorexidina

A espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier (FT-
IR) foi realizada em um espectrobmetro modelo Vertex 70 (Brucker Optics) com 64
scans para cada pastilha preparada das amostras com KBr, na regido de 400 a 4000
cm™? com resolucdo de 4 cm™. As amostras foram maceradas em um almofariz de
agata e a quantidades de p6s de aproximadamente 1,0 mg foram misturados com 100

mg de KBr.
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As analises termogravimétricas foram realizadas no aparelho SDT Q600 VV20.9
Build 20 da TA Instruments utilizando aproximadamente 5 mg de amostra com razéo
de aquecimento de 10 °C/min em atmosfera de argonio com fluxo de 100 mL/min em
porta amostra de alumina na faixa de temperatura de 25 a 1000 °C.

As micrografias das amostras foram realizadas no microscopio eletrénico de
varredura (FE-SEM) com canh&o a emiss&o por campo, marca FEI, modelo Quanta
FEG 250, com tenséo de aceleracéo de 1 a 30 kV, equipado com EDS de SDD (Silicon
drift detectors), marca Ametek, modelo HX-1001, detector Apollo X-SDD.

As condic¢Oes - energia, spot, magnificacao - estao registradas na parte inferior
de cada foto, como escala e magnificacdo (Notacdo: SE - detector de elétrons
secundarios ETD-SE; BE - detector de elétrons retroespalhados vCD). As amostras
foram fixadas em fita adesiva dupla face de carbono e recobertas com Au na
metalizadora, marca Quorum, modelo Q150R, durante 30s, a 20 mA, por plasma
gerado em atmosfera de argdnio. Em relagdo a microanalise por EDS, os espectros

das amostras foram coletados a 25 kV e spot 5.
2.3 Atividade antibacteriana via método do contato direto

O teste de atividade antibacteriana foi realizado via método do contato direto
(MCD) utilizando duas cepas de bactérias gram-negativa (Escherichia coli - ATCC
25,922) e gram-positiva (Staphylococcus aureus - ATCC 25,923). A partir dos meios
de cultuta mantidas em agar nutriente a 4 °C, transferiu-se uma algada do crescimento
bacteriano para um tubo falcon contendo 3,0 mL do meio Brain Heart Infusion Broth a
3% (BHI), seguido de incubacdo a 37 °C por 24 h. A partir desta cultura em BHI
preparou-se uma suspensao bacteriana padronizada para uma densidade equivalente
a 0,5 na escala Mac Farland, aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL (Unidades
Formadoras de Colbnias - UFC). E em seguida foram realizadas diluicbes decimais
seriadas, em solucdo salina fisiol6gica, obtendo-se uma suspensdo de 1,5 X 104

UFC/mL para ambos 0s microrganismos.

O teste antimicrobiano foi realizado por contato direto, tendo como resultado a
contagem de unidade formadora de colbénias (UFC). Para a realizacdo do teste a
suspensao bacteriana padronizada foi submetida a diluicdes seriada decimais até
obtencdo da diluicdo 10* (1,5 X 10* UFC/mL). Em seguida, 2000,0 yL desta
suspensao diluida foram transferidas para um tubo tipo falcon esterilizado, ao qual foi

adicionado 2000,0 pg do biomaterial. Para determinagao do efeito inibitério, 100,0 pL
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desta suspensao foram transferidos para placas de Petri contendo o meio agar Blood
Agar Base (Columbia) e semeadas com o auxilio de uma alga de Drigalsky pelo
método spread plate. As placas foram incubadas na estufa microbioldgica por 24 h a
37 °C, em seguida foi feita a contagem das unidades formadoras de colbénia (UFC). O
teste foi realizado em triplicata para cada uma das concentracdes testadas. No
Controle positivo os produtos foram substituidos por uma solucao salina (2000 L)
para posterior comparacao das solu¢cdes com os produtos testados. O efeito inibitdrio
produzido por cada solugéo-teste foi calculado de acordo com a Equacéo 4:

N = %xlOO% (4)
onde n é definido como o efeito inibitério, N1 € a média aritmética das unidades
formadoras de colonia das placas controle, N> € a média aritmética das unidades
formadoras de colbnia de cada uma das solucdes testadas e os resultados expostos

em percentagem.
2.4 Viabilidade celular

O ensaio de citotoxicidade in vitro seguiu os procedimentos descritos na ISO
10993-5:2009. A viabilidade celular foi analisada pelo ensaio colorimétrico MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil brometo de tetrazolina). As células de fibroblastos
humanas (GM07492) foram inicialmente semeadas (15 x 103 células/ poco) em placas
de 96 pocos, as quais, foram mantidas em meio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) e enriquecidas com soro bovino fetal (FBS - 10% v/v) e antibiéticos (penicilina
e estreptomicina). Foram encubadas em estufa (Panasonic MOC-19-AlC-UV CO2) na
temperatura de 37 °C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 e 95% de ar
atmosférico. Os materiais foram pesados, esterilizados, imersos em meio de cultura
(20 mg/mL) e mantidos a 37 °C durante 24 h para realizar os procedimentos de
extracao (TAVARES et al., 2011).

Apébs isso, 0 meio de cultura semeados foi substituido por 100 yL de meio
resultante do procedimento de extracdo de cada amostra. Este experimento foi
realizado em triplicata e mantido em condi¢des padréo durante 24 h. Posteriormente,
0 meio de cultura foi removido dos poc¢os, os quais foram lavados com tampéo fosfato
salino (PBS). Entao, aliquotas de 50 pyL de MTT foram adicionadas a cada pogo e as

células foram mantidas em condi¢des de cultura durante 4 h. Apés incubacéo, 100,0
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ML de isopropanol foram adicionados aos pogcos e homogeneizados delicadamente
para a solubilizacéo dos cristais de formazan. Os valores de densidade Optica (DO)
obtidos em um comprimento de onda (A) de 570 nm num espectrofotdmetro foram
convertidos em percentagens de viabilidade celular em relacdo a um grupo de controle
negativo (DMEM + 10% e FBS = 100% da viabilidade celular). Os efeitos de
citotoxicidade foram expressos em termos de porcentagem usando a Equacao 5, o
grupo controle considerou foi considerado como sendo 100% de viabilidade celular
(KIM et al., 2018).

Absorgao das células tratadas

DO(%) = ( ) * 100% (5)

Absorcao das células controle

Como controle positivo foram usados DMEM + 30% de DMSO e como controle
negativo, foram usados DMEM + soro bovino fetal + antibiéticos. Os ensaios foram
realizados no Laboratério de Quimica Medicinal e Medicina Regenerativa da
Universidade de Araraquara — UNIARA. A Figura 1 traz um esquema mostrando a
etapa da sintese da Ga-HA, a obtencdo do composito e os testes de avaliacéo

biologica (antibacteriano e de viabilidade celular).
2.5 Analise Estatistica

Os dados foram estatisticamente analisados usando o software GraphPad
Prism versdo 5.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Os grupos foram
comparados usando one-way ANOVA e teste post-hoc Fisher. O intervalo de
confianga de 95% e nivel de significancia de p<0,05 foram consideradas para todos

oS testes.

2.6 Detalhes Computacionais

Todos os célculos foram realizados com o uso do software Gaussian 09,
através da Teoria do Funcional de Densidade (DFT, Density Functional Theory)
(BURKE, 2007; MORGON; CUSTODIO, 1995) utilizando o método B3LYP (BECKE,
1993; KOHN; SHAM, 1965; LEE; YANG; PARR, 1989) e conjunto de base CEP —
31G(d), conforme empregado na teoria G3(MP2)//B3-SBK (LEAL; CUSTODIO,
2019), para obtencéo das geometrias e frequéncias vibracionais. Célculos de energia
eletrbnica total e energia de Gibbs, a 0 e 298,15 K respectivamente, foram efetuados

inicialmente com otimizacdo em fase gasosa e em seguida levando em consideracéo



57

a influéncia do solvente com uso do Modelo Continuo Polarizavel (PCM, Polarizable
Continuum Model) (TOMASI; MENNUCCI; CAMMI, 2005) em meio aquoso no intuito
de uma melhor aproximacgéo com a realidade experimental.

Caracterizagoes
(NH4)3P04 Ca(OH)z + (Ga(NO3)3) (DRX, refinamento de Rietveld e XPS)
6,0 “i's 9,0 a 10,0 mols
— Lavagem e secagem
.“_. q =
0 Filtragdo o
)
MPQ p=4
3habs0 °C tg_
4 s 9% 2
9
CL:L"fJ; .
Adsorc¢ao agitagao
rotacional (150 rpm)
Caracterizagées 40 °C por 8h

(FT-IR, TGA, FE-SEM/EDS ) €—————
Material HA + CLX

Estudo de
propriedades
biologicas

LGl 9lS) Inibigao bacteriana
Viabilidade celular (MTT) (E. coli e S. aureus) (MCD)

Figura 1. Esquema representativo das metodologias e procedimentos utilizados para
a avaliacdo estrutural e bioldgica do compdsito Ga-HA/CLX.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1Caracterizacdo da HA, Ga-HA e do compadsito.

ApoGs a sintese da hidroxiapatita por meio da MPQ, para a confirmacao efetiva
da fase e avaliacdo da cristalinidade do material, o ensaio do DRX foi realizado na
amostra de Ga-HA. Os difratogramas sdo mostrados na Figura 2a. Pelos
difratogramas, os materiais sintetizados possuem boa cristalinidade e a presenca de
fases intermediarias ndo foram observadas. Os planos especificos que caracterizam
a fase cristalina da hidroxiapatita: {11 1},{002},{102},{210},{211},{202},{31
0}, {312} {213} e {51 1} foram detectados, sendo indexados junto a ficha
catalografica JCPDS 001-1008; deste modo, as suas deteccdes sugerem que 0O
material foi obtido com éxito na sua forma cristalina (ARUL, 2018).
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Figura 2. (a) Padrdo de DRX para HA e Ce-HA, (b) refinamento de Rietveld para Ga-
HA e (c) representacdo das células um unitarias das hidroxiapatitas obtida nesse

estudo.
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O refinamento por meio do método de Rietveld foi realizado para se ter uma
estimativa da aproximagdo dos difratogramas do modelo experimental em
comparacao com arquivos .CIF disponibilizado em bancos de dados de cristalografia.
A Figura 2b mostra um bom acordo entre os padrdes de DRX observados e os
resultados de ajuste tedrico calculados para a Ga-HA. O difratograma da Ga-HA
possuiu uma similaridade com o cartdo de nimero 26205 (ICSD), com estrutura do
tipo hexagonal e grupo espacial P63/m. Seus parametros de célula unitaria sédo: a=b
= 0,943 nm e ¢c= 0,690 nm e V = 531,39 A3, Os valores dos parametros da célula
unitaria para o cartdo padrdo n° 26205 sdo:a=b=0,942nmec=0,688nme V =
529,09 A3, Esses valores foram bem préximos aos calculados por Ciobanu et al., 2015.
Normalmente, um refinamento é qualificado como satisfatorio quando o valor de Chi2
ou X2 (fator de convergéncia) é entre 1 e 2 (x> =1 e 2) (VIEIRA et al., 2013). Para esse
refinamento o valor de x? foi igual a 1,966, indicando que o refinamento foi bem-

sucedido.

Na Figura 2c tem-se a representacdo da célula unitaria de estrutura da
hidroxiapatita simulada pelo programa VESTA (Visualization for Eletronic and
Structural Analysis) (MOMMA,; 1ZUMI, 2011), versao 3.4.5 para Windows, com base
nos parametros de rede (a, b, ¢, a, B e y) e posi¢cdes atdmicas (x, y e z) obtidos apds
o refinamento. A célula unitaria é formada por 10 ions de Ca situados em dois sitios
cristalograficos ndo equivalentes. Sao 4 localizados no sitio Cal e 6 que estdo
localizados no sitio Ca2. No sitio Ca2, os ions de calcio que estdo organizados na
forma de triangulos perpendiculares ao eixo c. Existe 4 sitios cristalinos distintos
contendo 16 oxigénio divididos em: O1, 02, O3 e O4. O 04 esté ligado a OH, o grupo
de fosfato € o maior ion que constroi célula unitaria, sendo esse grupo quem determina
a sua estrutura e os sitios de P séo todos equivalentes. Por fim, o fosfato PO4 forma
uma unidade compacta, sendo P ligado a um O1, um O2 e dois O3 (LALA et al., 2016).

A Figura 3 mostra os espectros de XPS para a amostra Ga-HA. Por meio da
técnica de XPS foi possivel detectar os principais picos caracteristicos dos elementos
quimicos que constituem a hidroxiapatita (Ca10(POa4)s(OH)2) (Figura 2a), séo eles: 532
eV (Ois), 438 eV (Cays), 347 eV (Cazp),189 eV (P2s),133 eV (P2p) e 43 eV (Cazs). Na
Figura 3b é possivel observar as linhas de emisséao relativas aos elétrons ejetados do

Ga na regiao entre 18 a 32 eV. A energia de ligacdo (E.L.) identificada no XPS em
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torno de 24 eV revelou que o pico se refere aos elétrons excitados do orbital 3d do
Ga.

O conjunto mais intensivo de picos de XPS para 0 Gazq encontram-se na regiao
de 18 eV (CARLI; BIANCHI, 1994). Essa E.L. pertencente ao estado eletronico spin-
orbital do tipo Gasds-Gasds2 que € caracteristico para a espécie quimica galio
metdlico; porém, esse pico em especifico, ndo foi detectado na amostra Ga-HA.
Zatsepin et al. 2018, afirmam que E.Ls. entre 20 a 25 eV podem ser atribuidas a
formacao do conjunto Oxs(Il)+Gazq, que produz a ligacéo do tipo Ga-O (ZATSEPIN et
al., 2018).
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Figura 3. (a) Espectro de XPS para a Ga-HA e (b) linhas de emisséao relativas aos
elétrons ejetados dos orbitais 3d do Ga.

Vale ressaltar que a célula unitaria da hidroxiapatita (Figura 2d) é formada por
10 ions de célcio situados em dois sitios distintos (Cal e Ca2) que estao ligados aos
oxigénios. Pelo valor da E.L. encontrada pelo XPS, acredita-se que o Ga possa estar
substituindo o Ca nos parametros da sua célula unitaria formando a ligacdo do tipo
Ga-0. Portanto, mais uma vez esse resultado pode ser um forte indicio da insercao
do Ga na rede cristalina da hidroxiapatita.

A razdo Ca/P desses materiais foi calculada também por meios de dados
fornecidos pela técnica de XPS. Os resultados mostram que a razdo Ca/P para a HA
foi de 1,50 e para a Ga-HA foi de 1,30, respectivamente. Ja a razdo (Ca+Ga)/P, que
leva em consideracao a quantificacdo de dopante, foi de 1,72. A Figura 4 mostra o

espectro com os respectivos valores de quantificagcdo dos componentes elementares
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da amostra Ga-HA. A Tabela 1 traz os valores dos componentes elementares que

constituem as hidroxiapatitas sintetizadas nesse estudo em termos porcentagem

molar quantitativa (Y%omolar). A %emolar foi calculada e convertida para mol a partir da

relacdo entre o niumero de Avogadro e a porcentagem atdmica (%atdémica). O estudo

foi realizado utilizando o software CasaXPS versao 2.3.19PR1.0.

Tabela 1. Razéo Ca/P calculada via XPS para os pos de HA e Ga-HA sintetizados.

%molar (102 mols) Razo
Amostra O Ca P Ga Ca/P (Ca+Ga)/P
HA 10,01 3,93 2,63 - 1,50 -
Ga-HA 4,90 3,02 2,32 0,98 1,30 1,72
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Figura 4. Porcentagem atdbmica dos componentes elementares que constituem a

amostra Ga-HA. A quantificacéo foi realizada utilizando o software CasaxPS.

3.2 Caracterizagcdo dos compasitos e estudo da adsorcao

ApOs caracterizacdo e comprovagdo da obtengcédo da fase hidroxiapatita por

meio do DRX e XPS, o material hidroxiapatita/clorexidina foram caracterizados pelas
técnicas de DRX, FT-IR, TGA e FE-SEM/EDS. Para efeitos comparativos dos
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possiveis efeitos positivos ou negativos da presenca do Ga no compdésito, a CLX
também foi incorporada na HA seguindo a mesma metodologia de sintese de
obtencdo do material Ga-HA + CLX. A incorporacdo de CLX na HA por sélido-liquido
foi estudada pela curva de variagdo de concentragbes da CLX (Figura 5). Os
resultados de incorporacdo (Tabela 2) foram calculados utilizando a Equacgéao 1. A
Figura 6 mostra os resultados das caracteriza¢des via DRX, FTIR, TG e FE-SEM/EDS.

140

—-HA
1204 —*— Ga-HA

100 -

-20 T v T 4 T T T v T v T Y T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0 1,2
Concentracéo final de CLX (v/v %)

Figura 5. Curva de concentracdes da CLX incorporacao na hidroxiapatita.

Tabela 2. Resultados da incorporacao da CLX calculados utilizando a Equacéao 1.

Biocompoésito Tedrico em solucdao inicial Quantidade adsorvida
(Viv %) (mgA)
HA/CLX-0,20 0,20 20,57
HA/CLX-0,80 0,80 83,96
HA/CLX-1,20 1,20 126,51
Ga-HA/CLX-0,20 0,20 20,63
Ga-HA/CLX-0,80 0,80 84,11
Ga-HA/CLX-1,20 1,20 126,66

A curva de concentragdes mostrou os valores de CLX que foram incorporados
na HAs. Todos os materiais apresentam valores de adsor¢cdo proximos em suas
concentragbes adsorvidas de CLX. Foi observado que os materiais HA/CLX e Ga-

HA/CLX contendo a menor concentracao teorica de CLX (0,20% v/v) tiveram uma
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concentracdo média de 0,0130 mg/g e 0,0132 mg/g, respectivamente, do farmaco
adsorvido superficialmente. Para os compdésitos HA/CLX-0,80 e Ga-HA/CLX-0,80 a
concentracdo média de farmaco adsorvido foi 0,0112 mg/g e 0,0118 mg/g,
respectivamente. Por fim, para os compdésitos HA/CLX-1,20 e Ga-HA/CLX-1,20 essas
concentragdes foram 0,0144 mg/g e 0,0114 mg/g, respectivamente. Uma tendéncia
linear e proporcional na curva de adsorcdo do farmaco ao interagir com a
hidroxiapatita foi observada, sugerindo que as proporgdes de concentracdes de CLX
(0,20 a 1,20 % v/v) sugeridas nesse estudo foram seguidas.

O DRX do material (Figura 6a) se mostrou semelhante ao DRX da Ga-HA,
apresentando apenas a diminui¢cdo da cristalinidade, acredita-se que a incorporacéo
da CLX possa ter gerado essa diminui¢ao da cristalinidade do material. Os espectros
de FTIR dos compdsitos e de ambos os precursores (Ga-HA e CLX) sdo mostrados
na Figura 6b. O espectro da Ga-HA mostra a banda em 3500 cm™ que é refere-se ao
estiramento O-H da hidroxila caracteristica da fase hidroxiapatita. Ja& bandas em 3440
cm? e 1640 cm™, correspondem a estiramentos e deformacdes do tipo O-H de agua
adsorvida na superficie dos materiais. As bandas entre 1030 cm™? a 960 cmY,
corresponde a vibracdo de estiramento assimétrico e simétrico, relacionados a grupos
PO4* em HPO.%. A banda em torno de 600 cm™ é referente a deformacéo assimétrica
tipo P-O do grupo PO4*. Na regido de 560 cm™ tem-se a deformacéo do tipo P-OH e
em 470 cm, sdo mostradas bandas correspondentes as vibragcdes de deformacdes
assimétricas do grupamento HPO4* (P-O-(H)) (MALAKAUSKAITE-
PETRULEVICIENE et al., 2016).

Para os espectros dos compdsitos contendo CLX, além dos pontos em comum
do espectro do material Ga-HA, outras modificacbes sao percebidas, por exemplo,
sdo observadas duas bandas de estiramentos discretas proximas a regiao de 3330
cm? e 2920 cm nos espectros dos materiais contendo CLX, essas bandas nédo séo
visualizadas no espectro da Ga-HA. Esse fato se deve as interacfes dos grupos amina
(N-H) e metilénicos (C—H), respectivamente, provenientes da CLX que foi incorporada
com os grupos (OH) presentes na hidroxiapatita em 3500 cm. Outra modificacéo
observada é o alargamento da banda na regido de 1530 a 1330 cm™ que se deve a
deformagéo angular resultante dos grupos aminos da CLX incorporada. Percebe-se

também a intensificacdo da banda em 830 cm™ referentes a deformacéo angular fora



64

do plano do grupo C-H dos anéis aromaticos presentes na estrutura da CLX (CHIMIE
et al., 2011; SUCI; GEESEY; TYLER, 2001).

A Figura 6¢ e 6d mostra as curvas TG das HAs e dos biocompésitos. Para os
as ceramicas (Figura 6c¢), o material dopado tem uma menor perda de massa
percentual em comparacdo com a HA-pura. O primeiro evento térmico ocorreu em
torno de 100 °C que é referente a agua fisissorvida. J4 entre a temperatura inicial até
préximo de 200 °C foi observado um perca percentual de aproximadamente 2,5%,
porém para a HA-pura esse percentual foi de cerca de 5,0%. Essas perdas de massa
representam a saida de agua adsorvida fisicamente na superficie do material que foi
detectada na analise por FTIR, esse mesmo evento térmico € percebido nas amostras
dos biocompositos. E possivel verificar também que a dopagem com o Ga aumentou
a estabilidade térmica da Ga-HA. Essa mesma tendéncia foi observada para o
biocompdsito Ga-HA/CLX (Figura 6d), ocorrendo uma maior perda de massa para o
material HA/CLX entre 200 °C a 600 °C. Assim, acredita-se que o Ga proporcione
uma maior estabilidade aos materiais. Esse evento térmico corresponde a degradacao
térmica dos grupos volateis organicos presentes na CLX (PRIYADARSHINI et al.,
2017; RICARDO et al., 2017).

Por exemplo, entre 100 a 200 °C, os compoésitos HA/CLX e Ga-HA/CLX
apresentaram perda de massa de aproximadamente 12% e 5%, respectivamente.
Outro evento térmico da regido entre 200 a 400 °C, para ambos 0s compadsitos
HA/CLX e Ga-HA/CLX, foi observado uma perca cerca de 6% e 3%, respectivamente.
Essa perca corresponde a saida dos demais grupos quimicos da CLX. No quarto
térmico entre 400 a 700 °C, ocorreu uma perda de massa de cerca de 3% e 1% para
HA/CLX e Ga-HA/CLX, respectivamente. Essa perda pode ser atribuida aos demais
grupos em decomposicao pertencentes as clorexidina e, por fim, o Ultimo evento
térmico foi observado entre 700 a 1000 °C que é relativo a condensacdo dos

grupamentos OH pertencentes a estrutura da hidroxiapatita.

De acordo com esses resultados, logo pode-se verificar uma diminuicédo
acentuada na estabilidade térmica do material ausente de Ga. Essa afirmativa &
relevante devido a CLX ser uma molécula organica e, portanto, apresentar uma
temperatura de degradacdao relativamente baixa; porém, essa temperatura é superior
a 121 °C, que é a temperatura utilizada nos processos de autoclavagem. Portanto,

assim assegurando a permanéncia do farmaco no material. A Figura 6e fornece
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informacdes quanto a composi¢cdo quimica qualitativa dos elementos presentes no
composito obtidas por EDS. Adicionalmente, a Figura 6f é referente a imagens do
composito Ga-HA/CLX obtidos por FE-SEM. A imagem mostra as particulas formando

aglomerados néo uniformes com superficie irregular.
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Figura 6. (a) DRX para Ga-HA e Ga/CLX (b) FTIR para Ga-HA e Ga/CLX, (c) e (d)
curva TG para Ga-HA e Ga/CLX, (e) composigéo quimica qualitativa por e (f) FE-SEM
para o compésito Ga-HA/CLX.
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3.3 Estudos do efeito inibitdrio via MCD e efeitos de citotoxicidade

Os valores em porcentagem do efeito inibitério para cada tipo dos materiais
obtidos frente as cepas bacterianas estédo dispostas na Tabela 3. Para a avaliacao e
economia de materiais, escolheu-se os dois extremos de concentragdo de CLX
adsorvidas nos materiais, ou seja, as concentracdes tedricas de 0,20% v/v e 1,20%
v/v. Os resultados mostraram que somente o compaosito HA/CLX-0,20 ndo apresentou
eficacia de 100% de inibicdo de crescimento bacteriano contra Staphylococcus aureus
e Escherichia coli. A Figura 7 apresenta as fotos das placas obtidas ap6s ensaio de
inibicdo bacteriana via MCD.

Vale ressaltar que a quantidade média em mg/g de CLX adsorvida para 0s
materiais HA/CLX-0,20 e Ga-HA/CLX-0,20 foram rigorosamente proximas: 0,0130
mg/g e 0,0132 mg/g, respectivamente. Dessa forma, os resultados de inibicdo do
crescimento bacteriano apontaram que existe melhoramento da atividade
antibacteriana em virtude da presenca do Ga e que os efeitos antibacterianos ja
conhecidos da CLX ndo estejam atuando com 100% de eficacia devido a baixa
concentracdo do farmaco. Por exemplo, Moreira et al, demostrou a eficacia da
clorexidina a 0,12% v/v e 0,20% v/v; essas duas concentracdes inibiram o crescimento
das bactérias S. aureus, E. faecalis, E. aeruginosa e S. mutans (MOREIRA et al.,
2011) e, segundo Hortense et al, a CLX é eficaz no controle da placa bacteriana,
atuando de forma preventiva e no tratamento de doencas bucais, com baixa toxicidade
e minimos efeitos colaterais (HORTENSE et al., 2017). Portanto, acredita-se que a
presenca do Ga possa ser um fator responsavel pelo grau de potencializacdo dos
efeitos inibitorios observado (cerca de 49% para a E. coli e 30% da S. aureus) do
compaosito formulados por Ga-HA+CLX.

Tabela 3. Resultados dos efeitos inibitérios dos compadsitos contra cepas bacterianas.

Efeito inibitorio (%)

Materiais E. coli S. aureus
(ATCC 25,922) (ATCC 25,923)
HA 3+4 7+2
HA/CLX-0,20 51+4 70+4
HA/CLX-1,20 100 100
Ga-HA 4543 74+4
Ga-HA/CLX-0,20 100 100

Ga-HA/CLX-1,20 100 100
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Figura 7. Imagens das placas do ensaio antibacteriano via MCD: (a e b) controles
positivos (solucdo salina); (c e d) efeito inibitério dos pos HA e Ga-HA e (e e f) efeito
inibitério dos materiais HA/CLX-1,20 e Ga-HA/CLX-1,20.

Esses resultados podem ser explicados pela a acdo antibacteriana do Ga®*,
que se baseia na substituicdo de ions Fe*" e pelo consequente bloqueio de muitas
reacdes e enzimas redox importantes dentro de células bacterianas (ANTUNES et al.,
2012; CHITAMBAR, 2016). Suenaga e colaboradores apontaram que tal mecanismo
possa ocorrer entre as interacdes do Ga presente na hidroxiapatita com o0s
constituintes das paredes das células bacterianas, com a ocorréncia de interacfes de
oxirreducao e/ou espécies reativas de oxigénio, promovendo assim, um desequilibrio
referente a permeabilidade da célula e, consequentemente, a ocorréncia do apoptose
(SUENAGA et al., 2015).

A acéo antimicrobiana da CLX pode ser atribuida por provaveis interacdes entre
0S grupos catidnicos que constituem a estrutura quimica dos farmacos. Esses grupos
sdo atraidos pela carga negativa da superficie bacteriana, fazendo que ocorram
interacbes do tipo eletrostaticas, caracterizando-se pela adsorcdo da CLX na
superficie da parede celular da bactéria. Esse fenbmeno pode ser o responsavel por
provocar a lise celular, assim, por consequéncia, a morte desses microrganismos é
ocasionada (SHEN et al., 2016).
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A Figura 8 mostra os resultados do teste de citotoxicidade via ensaio
calorimétrico MTT. O ensaio ocorreu com 0s materiais precursores (HA e Ga-HA) e
0s compositos Ga-HA/CLX-0,20 e Ga-HA/CLX-1,20. O teste foi executado via extrato
dos materiais com tempo de incubacgéo de 24 h. Os resultados do metabolismo celular
foram comparados com o controle negativo (DMEM + FBS 10% v/v) (100% de
proliferacdo) e os grupos foram classificados como sendo (GUO et al.,, 2012):
resultados acima de 80% sao considerados nao citotdxicos; aqueles entre 80 e 71%,
fracamente citotoxicos; aqueles entre 70 e 61%, moderadamente citotdxico; e aqueles
abaixo de 60%, fortemente. A Figura 8 mostra os resultados obtidos que foram
expressos em densidade oOtica (OD)x100 (Equacdo 5), obtidas por um

espectrofotometro em 570 nm.
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Figura 8. Resultados da viabilidade celular in vitro dos materiais sintetizados nesse
estudo. Os resultados sdo expressos como porcentagem de viabilidade celular em
relagéo ao grupo controle negativo (C-): DMEM + FBS a 10% v/v. O grupo controle
positivo (C+) como referéncia de efeito citotdéxico é composto por: DMEM + FBS 10%
viv + DMSO 30% v/v. Analise estatistica: ANOVA ONE WAY e o teste post-hoc. *
p=<0,05.
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Os resultados de viabilidade celular avaliados apontaram que os materiais HA
e Ga-HA tiveram niveis de viabilidade compativeis com um efeito ndo citotoxico
(viabilidade celular 2 80%). A analise estatistica mostrou que os materiais ceramicos
HA e Ga-HA apresentaram niveis de viabilidade celular de 89+1% e 9816%,
respectivamente, assim, uma similar ao grupo controle negativo (100%), com
significativamente de p < 0,05, foi observado.

As particulas de HA e Ga-HA sintetizadas néo interferiram na atividade
metabdlica celular e, consequentemente, na viabilidade celular. Em outras palavras,
0s materiais HA e Ga-HA foram classificados como nao citotéxicos (inibicdo menor do
gue 20% em relacdo ao grupo controle). O material Ga-HA exibiu um efeito de
proliferacdo celular, em comparacdo a HA, de cerca de 9% a mais. Acredita-se que
essa potencializacdo dos efeitos de inducdo do crescimento celular se deva ao fato
da presenca do Ga nas particulas de hidroxiapatita. Melnikov et al., 2008, destacam
gue ions de galio sdo clinicamente eficazes contra a reabsorcdo 0ssea e para o
tratamento da osteoporose e hipercalcemia relacionada ao cancer. Ele aumenta e
induz o crescimento do teor de calcio e fosforo no 0sso e tém efeitos ndo toxicos
diretos em osteoclastos (MELNIKOV; MALZAC; COELHO, 2008).

Ao se avaliar os efeitos citotdéxicos dos compdsitos, foram observados que os
materiais Ga-HA/CLX-0,20 e Ga-HA/CLX-1,20, apresentou viabilidade celular de
81+3% e 35x5%, respectivamente. O material Ga-HA/CLX-0,20 foi classificado como
sendo néo citotoxicos e o Ga-HA/CLX-1,20 foi classificado como sendo fortemente
citotoxicos. A analise da curva de incorporacdo de CLX na hidroxiapatita (Figura 5),
combinada com os testes de atividade antimicrobiana e citotoxicidade, mostrou que a
concentracdo necessaria do farmaco para se atingir um efeito bactericida eficaz e ndo
prejudicar os efeitos de ndo citotoxicidade do material, ao tempo que se evita
concentragcfes elevadas de CLX e desperdicio de farmaco foi de 20,63 mg/g. A
concentracgao superior (126,66 mg/mg) mostrou-se ser fortemente citotéxica (efeito de

proliferacéo celular < 60%).

Segundo Souza et al., 2011, os resultados dos ensaios in vitro sinalizaram o
potencial da utilizacdo da associacdo da hidroxiapatita + clorexidina para
procedimentos profilaticos ou terapéuticos como uma alternativa de antibi6ticos
sistémicos. A vantagem dessa associacdo € que ela combinou a bioatividade do Ga-

HA como material de regeneracédo de tecidos duros com a atividade antimicrobiana
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da CLX. Além disso, os efeitos da potencializacdo da viabilidade celular no material
contendo gélio pode ter também influenciado na minimizacdo de provaveis efeitos
toxicos da CLX. Portanto, um possivel comportamento biocompativel foi observado
no material Ga-HA/CLA-0,20; uma vez que a presenca de CLX n&o prejudicou a
viabilidade do hospedeiro celular (SOUZA et al., 2011).

3.4 Estudo tedrico dainteracdo entre a HA e CLX

Com a intencao de investigar alguns parametros termodinamicos da interacao
entre a hidroxiapatita (HA) e clorexidina, um estudo computacional também foi
realizado. A superficie da hidroxiapatita, em fase gasosa (ZHU; WU, 2004) e em meio
aquoso (CHIATTI et al., 2016), ja foi anteriormente estudada através de calculos DFT,
0 que pode justificar a escolha por esse tipo de abordagem. Vale a pena destacar
também que as propriedades vibracionais (intensidades no infravermelho) e
estruturais da hidroxiapatita, ndo variam de modo significativo com a temperatura

(KEBIROGLU et al., 2017).

Para representar a HA utilizou-se a os parametros da célula unitaria que foram
fornecidos por meio do refinamento pelo método de Rietveld. Os seguintes parametros
da célula unitaria foram utilizados para a construcdo do modelo tedrico: estrutura do
tipo hexagonal, grupo espacial P63/m e parametros de célula unitaria a = b = 0,943
nme c=0,690 nm e V = 531,39 A3 (Figura 3c). A geometria da clorexidina, no estado
fundamental, foi obtida em nivel BBLYP/CEP-31G(d). A Figura 9 mostra um esquema
representativo das estruturas de HA e clorexidina utilizadas.

A Tabela 4 sumariza os resultados obtidos, em nivel B3LYP/CEP-31G(d). A
energia de interacdo AEi,; = Econfint,) — [Ena + Eciorexiaina] € Obtida através da
diferenca de energia de uma dada configuragao (Econf(nt,)) do produto, e da soma
das energias da hidroxiapatita (Ey4) e clorexidina (E.jorexiaing) iSOladas. Também séo
mostrados, valores de energia de Gibbs e um parametro AG;,; que é calculado de
modo analogo a AE;,;. Para simplificar a discusséo, se calculou ainda a estabilidade
relativa das duas configuracfes mais estaveis encontradas durante a interacéo entre

0s sistemas HA + CLX.



Atomo de O (vermelho), &tomo de P (laranja),

atomo de Ca (verde) e atomo de H (branco)

Hidroxiapatita: Caio(PO4)s(OH)-

Figura 9. Esquema representativo das estruturas de HA e clorexidina.

71

Atomo de C (cinza), atomo de N (azul),
atomo de CI (verde) e atomo de H (branco)
Clorexidina: Cz2H30Cl2N1o

Durante a interacdo da HA com a CLX, que levou a formacao da conf (Int,)

(Figura 10a), observou-se a existéncia de uma coordenacdo entre o atomo de

nitrogénio do grupo (-C=NH) na molécula de CLX com um dos atomos de calcio na

superficie da HA, sendo a distancia de ligacdo N—Ca da ordem de 2,41 A. No entanto,

como a molécula de clorexidina é simétrica pode acontecer também uma nova

coordenacao do grupo (-C=NH) oposto presente na molécula de clorexidina com

atomos de calcio da superficie da HA, o que leva a formacao da conf (Int,).

Tabela 4. Energia eletrénica total (0 K) e variacdo da energia de Gibbs (298,15 K) em

unidade arbitraria (u.a.), energia de interacdo (AE;,; ou AG;,;) € estabilidade relativa

(E.R.) das n-configuracdes obtidas em kcal mol™.

Energia AE E.R. Energia de AGiy: E.R.
Sistema Eletronica (kcal mol¥  (kcal mol)  Gibbs (u.a.)  (kcal mol¥  (kcal mol?)
(u.a.)
Fase gasosa

clorexidina -271,1696975 - - -270,719316 - -

HA -465,1688085 - - -465,111490 - -
conf(Int;) -736,3978161 -37,2 68,1 -735,867987 -23,3 65,8
conf(Int,) -736,5063701 -105,3 0,0 -735,972772 -89,1 0,0

Fase aguosa obtida com PCM

clorexidina -271,2020083 - - -270,756745 - -

HA -465,433052 - - -465,389936 - -
conf(Int;) -736,662368 -17,1 41,3 -736,144403 1,4 38,8
conf(Int,) -736,7281186 -58,4 0,0 -736,206253 -37,4 0,0

E.R. = estabilidade relativa
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Nesse Ultimo caso, as coordenagdes ndo simultaneas, ocorrem ainda com a
migracdo de um atomo de hidrogénio, de um dos grupos (-NH) vizinho ao grupo (-
C=NH) que é capturado por um dos atomos de oxigénio da superficie da HA. Como
pode ser observado na Tabela 5, a conf (Int,) (Figura 10b) é aproximadamente 68
kcal mol* mais estavel em relacédo aquela que ocorre apenas uma Unica coordenacéo
N-Ca e 66 kcal mol! ao se analisar o AG;,, em fase gasosa. Desta forma, pode-se
afirmar que as interacgdes entre hidroxiapatita e a clorexidina s&o termodinamicamente
favoraveis e que a inclusdo do modelo implicito de solvente muda de forma

significativa a energia do sistema.

(b)

conf (Int,) conf (Int,)
Figura 10. Configuracbes mais favoraveis termodinamicamente para as duas

configurag@es calculadas entre a interacdo da CLX com a HA.

A Figura 11 mostra o espectro-tedrico calculado da HA e clorexidina isoladas,
bem como das conf(Int,) e conf(Int,), e traca um paralelo entre os FT-IRs obtidos
experimentalmente para os compositos (HA/CLX ou Ga-HA/CLX) e o p6 de HA
sintetizados nesse trabalho. Ao calcular o espectro tedrico da CLX (Figura 11a),
bandas entre as regides entre 3800 a 2800 cm! sdo observadas, essa regido do
espectro € referente as vibracbes de estiramento de grupos N-H presentes na
estrutura da CLX. No espectro calculado do compdésito (Figura 11c), essas bandas
também sdo observadas, porém com uma menor intensidade, uma vez que a CLX

esta em baixa concentracdo em relacdo ao adsorvente.
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Figura 11. (a) Espectros de FTIR-tedrico calculado da HA, HA/CLX e CLX isolados,
(b) espectros experimentais da HA, HA/CLX e CLX e (c) espectros de FT-IR tedrico
das conf(Int,), conf(Int,), espectro experimental do compdsito HA/CLX e espectro

experimental da HA.

As vibracbes de C=C dos anéis aromaticos e de C-H que compde a CLX
também surgiram nos espectros tedrico e experimental (Figura 9b) da
CLX(HOLESOVA et al., 2015; LOHAR et al., 2016), porém, nesse Gltimo, apareceram
sobrepostas nesta regido. Na regido compreendida entre 1700 a 1300 cm, nos
espectros da conf (Int,) e conf (Int,), bandas correspondentes a deformacéo angular

simétrica do plano como também dobramentos dos grupos N-H e C-H foram simuladas
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e também foram observadas no espectro experimental do composito (LOHAR et al.,
2016), porém com picos de baixissima intensidade mais uma vez justificada pela
guantidade de CLX no sistema.

Nessa mesma regido, agora para espectro experimental do composito, sao
observados banda correspondente a deformacao angular simétrica do plano como
também deformacfes dos grupos aminos e hidroxilas. Na regido entre 1550 a 1530
cm ! apareceram as bandas referentes a deformacgéo de grupos CH». Essas bandas
presentes estdo presentes em todas as configuracdes tedricas e experimentais que
contem a CLX e encontram-se ausentes nos espectros tedrico e experimentais da
hidroxiapatita. Por fim, na regido entre 960 a 820 cm, observou-se as bandas
referentes a vibracéo CI-C (cloro ligado ao anel aromatico) e bandas provenientes dos
anéis aromaticos para-dissubstituidos estdo presentes em todas as configuracbes

tedricas e experimentais que contem a CLX (LOHAR et al., 2016).

Embora a metodologia empregada ndo seja a mais rigorosa para um estudo
mais aprofundado envolvendo a HA, os resultados obtidos em nivel B3LYP/CEP-
31G(d) mostram uma termodinamica de interacdo favoravel com a clorexidina que
ocorre mediante coordenacdo do atomo de N do grupo (-C=NH) da CLX com atomos
de célcio da superficie da HA. Observa-se também uma boa concordancia entre 0s

espectros experimentais e calculados.
4. CONCLUSAO

O estudo da incorporacédo da CLX na HA revelou a possibilidade da sintese de
um biocompdésito que possa unificar as propriedades antimicrobianas do farmaco,
mais as aplicacdes da HA em regibes compativeis com tecido dentario do organismo
humano. As técnicas DRX, XPS, FTIR, TG e FE-SEM/EDS, confirmaram o sucesso
da sintese da HA, a presenca do Ga, como também a eficiéncia da incorporacdo da
CHX e a sintese eficiente do compdsito. Os testes antimicrobianos de contato direto
contra S. aureus e E. coli mostraram eficacia de 100% em todos os compdsitos
contendo Ga, sintetizados frente a essas duas cepas, ressaltando que a quantidade
de CHX que mostrou eficaz na agao antimicrobiana foi de 0,20% v/v, muito abaixo da
encontrado comercialmente. Os resultados do MTT revelaram que a incorporacdo do
galio na estrutura da HA, potencializou o grau de biocompatibilidade dos materiais
sintetizados. O compdsito Ga-HA/CLX-0,20 foi classificado, ap6és 24 h de tempo de

incubacdo celular, como sendo n&o citotoxico. Os valores termodindmicos e a
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similaridade encontrada entre os espectros FTIR tedricos e experimentais nas
simulagbes computacionais via DFT, mostraram a existéncia de duas configuragdes
de interacbes possiveis e com termodindmica favoravel. A conf(Int,) foi
aproximadamente 68 kcal mol* mais estavel em relacéo a conf(Int;), que ocorre
apenas com uma coordenacdo do N da CLX com o Ca superficial da HA. Em outras
palavras, € possivel afirmar que o compésito Ga-HA/CLX é formado via interacao
guimica mediante coordenac¢éo do a&tomo de N do grupo (-C=NH) da CLX com atomos
de calcio da superficie da HA. Portanto, a conf (Int,) é a mais favoravel para o sistema
estudado nesse trabalho. Assim, desenvolveu-se um biocompdsito com potencial de
ser utilizado como enchimento de pequenas partes da arcada dentaria, maxilar ou

para outras aplicacdes na area da engenharia tecidual 0ssea.
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CAPITULO 3: ESTUDO EXPERIMENTAL

Hidroxiapatita dopada com cério: investigacdo das suas propriedades

antibacteriana e de citotoxicidade

Resumo

A hidroxiapatita (HA) é uma ceramica biocompativel que estimula o crescimento
0sseo. Assim, uma das alternativas para potencializar algumas das suas propriedades
biolégicas é a insercdo de alguns ions substituintes ou dopantes na sua rede cristalina
como, por exemplo, o ion cério (Ce3*). Nesse estudo, buscou-se investigar os efeitos
de potencializacéo das propriedades antibacterianas e citotéxicas da dopagem da HA
com o Ce (Ce-HA). A sintese da Ce-HA ocorreu via método da precipitacdo quimica,
sem a utilizacdo da etapa de calcinacdo. Os resultados de caracterizacdo por DRX
revelaram uma similaridade com o padrdao JCPDS 001-1008 e auséncia de fases
intermediarias. O refinamento de Rietveld confirmou a existéncia de um perfil cristalino
semelhante ao cartdo ICSD n° 26205, de estrutura hexagonal e grupo espacial P63/m.
A caracterizacdo por FTIR, EDS e XPS confirmaram a presenca cério nas formas Ce3*
e Ce* e arazdo Ca/P variou entre 1,44 a 1,56. As hidroxiapatitas sintetizadas nesse
estudo foram classificadas como sendo deficiente em célcio. Apds constatacédo da
fase cristalina, as propriedades biologicas de inibicdo de crescimento contra colénias
de bactérias e a proliferacédo celular in vitro foram avaliadas. O teste antibacteriano
por contato direto contra S. aureus e E. coli mostrou eficacia de inibicdo do material
contendo Ce igual a 45%. Com o ensaio de citotoxicidade via MTT, constatou-se que
a presenca do Ce foi fator potencializador dos efeitos de viabilidade celular, atingindo
valores superiores a 80% de confluéncia celular, sendo classificados como sendo nao-
toxicos. Portanto, o estudo da incorporacdo do Ce mostrou-se favoravel a juncéo a
potencializacdo das propriedades antibacterianas e antimicrobianas da ceramica Ce-
HA.

Palavras-chave: hidroxiapatita, dopagem, cério, preenchimento 0sseo,

preenchimento dentario.
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1. INTRODUCAO

A hidroxiapatita sintética (HA), Ca10(POa4)3(OH)2, é considerada uma substancia
inorganica que tem uma estrutura cristalogréafica e quimica que se assemelha muito
ao da apatita que compde o ésseo mineral (SOBIERAJSKA et al.,, 2018), que €
tipicamente composto por 25 a 75% em peso (DOROZHKIN, 2007). Assim, a HA tem
as suas principais aplicacdes voltadas para reparo e reconstrucéo de tecidos duros
vivos danificados, que incluem a dentina, o esmalte e os ossos (NEEL et al., 2016).
Portanto, a HA é uma bioceramica muito usada nesses procedimentos de reparacao
Ossea por apresenta propriedades biolégicas favoraveis como a biocompatibilidade
(PU'AD et al., 2019), ser um material bioativo, osteocondutor, osteogénico e
osteoestimulante (GRADO et al., 2018).

Dentro desse contexto, essa bioceramica pode ser modificados com
incorporacao de ions e, por consequéncia, essas incrementacdes podem acarretar
em melhoramentos e potencializagcbes de suas caracteristicas fisico-quimicas,
mecanicas, citocompatibilidade, solubilidade, bioatividade e propriedades (GOMES et
al., 2019; KOLMAS; GROSZYK; KWIATKOWSKA-ROZYCKA, 2014). Assim, esse
objetivo pode ser alcancado por meio da adicdo de dopantes (YASUKAWA et al.,
2012) e, por consequéncia, maiores taxas de aceite dessa bioceramica em implantes
in vivo (LI et al., 2018; MROZ et al., 2015).

Por exemplo, Kim e colaboradores confirmaram que a associacdo do Zn?* a
nano-HA causam efeitos ndo téxicos e potencializaram a atividade de proliferacédo
celular in vitro (KIM et al., 2018). Outros estudos com HA dopado com Mg (REN et al.,
2010), Sr (FRASNELLI et al., 2017), Ag e Au (KUMAR et al., 2019) mostraram efeitos
satisfatorios na regeneracao 0ssea causadas por osteoporose em modelo animal.

Vale destacar que a insercéo de ions dopantes dentro dos parametros de rede
da HA podem acarretar também efeitos pontuais de mudancas na sua cristalinidade
(SAFARZADEH et al.,, 2019), aumento o nivel de interacdo entre a HA e a
biomineralizacéo tecidual (HUANG et al., 2015), uma vez que a estrutura 6ssea nao é
composta somente por uma fase mineral inorganica, mas também por uma matriz
organica, constituida principalmente por colageno e polipeptidios (CURREY, 2005;
WEINER; WAGNER, 1998).

Assim, o ion cério (Ce), por exemplo, pode ser uma das alternativas como

substituinte do célcio (Ca?*) nos parametros de rede da HA, pois é caracterizado por



82

possuir 0s seus orbitais 5d e 4f semipreenchido e, dependendo do ambiente quimico,
o Ce pode sofrer oxidacao e atingir as valéncias +3 e +4 (LEE et al., 2012); logo, o Ce
pode agir de maneira semelhante ao Ca?*, podendo se acumular nos 0ssos em
pequenas quantidades e estimular a atividade metabdlica nos organismos vivos
(RAJESWARI et al., 2014).

Por exemplo, Hu et al (2017), sugerem que o Ce3*/Ce** participam na regulacéo
da migracado e diferenciacdo osteogénica de células mesenquimais do estroma da
medula 6ssea (BMSCs) (HU et al., 2014). Um estudo in vitro de algumas propriedades
biol6gicos, tais como, hemocompatibilidade, atividade antibacteriana e
biocompatibilidade da HA dopada com diferentes concentracdes de ion cério (Ce) (0,5
a 1,25%) demonstraram a natureza compativel do material com o sangue humano
(< 5% de relacédo hemolitica) e excelente eficiéncia de inibicdo de patdgenos para
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus e Bacillus
subtilis (PRIYADARSHINI; ANJANEYULU; VIJAYALAKSHMI, 2017).

Phatai et al (2018), relataram que essa capacidade Unica de alternacao no seu
numero de oxidacdo pode fazer com que o Ce, por meio de mecanismos chamados
de redox ativo, possa exibir ao material atividades antibacterianas e antioxidantes
(PHATAI et al., 2018). A unido dessas propriedades junto a HA faz com que o0s
materiais contendo Ce possam ter suas aplicacfes voltadas para areas medicinais e
odontologicas por favorecer alguns dos mecanismos de crescimento 0sseo
(PRIYADARSHINI; VIJAYALAKSHMI, 2018).

Logo, o grande desafio € a obtencdo de uma bioceramica que possa ser
utilizada em seu formato particulado ou nas suas formas associadas, que possam
reduzir a incidéncia de infecc¢des in situ, minimizar efeitos adversos de néo aceitacao
do material ao ser implantado e que esse material possua a capacidade de estimular

o crescimento tecidual 6sseo e a rapida recupera¢cao do paciente em recuperacao.

Dessa maneira, o presente trabalho tem como objetivo sintetizar e caracterizar
particulas de hidroxiapatita dopada com cério (0,50% m/m) (Ce-HA) para investigar
suas propriedades antibacterianas contra duas cepas de bactérias (gram-positiva e
gram-negativa) e avaliar a potencializacdo dos efeitos de viabilidade celular do

material contendo cério para aplicacdes nas areas da engenharia tecidual éssea.
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2. METODOLOGIA
2.1 Materiais

Para a realizacdo da sintese da HA e Ce-HA foram utilizados os seguintes
reagentes: hidréxido de célcio (Vetec), Ca(OH); fosfato de amdnio dibasico (Neon),
(NH4)2HPO4) e nitrato de cério (Ce(NOz)s) (Sigma-Aldrich). Os reagentes né&o
passaram por processo de purificacao prévia e a dgua utilizada para os processos de
sintese foi obtida pela purificacdo em um sistema Milli-Q (Millipore Corporation). Para
0os experimentos de viabilidade celular utilizou-se a linhagem celular GM07492
(fibroblasto humano), células/pogco: 1x10° meio de cultura DMEM (Gibco/
Thermofisher), suplementado com soro bovino fetal (SBF) (nutricell), DMSO (Sigma-
Aldric), penicilina e estreptomicina 10U/mL (Sigma-Aldrich).

2.2 Sintese das hidroxiapatitas
2.2.1 Sinteses da hidroxiapatita pura (HA)

A sintese da hidroxiapatita foi realizada pelo método da precipitacdo quimica
(MPQ) (PANDEY et al., 2018), utilizando como reagentes precursores solucdes de
Ca(OH)2 e ((NH4)3POa4), nas quantidades estequiometricamente determinadas de
acordo com os valores da razédo molar Ca/P proximo a 1,67 (Equacao 1).

10 Ca(OH)zs) + 6(NH4)2HPO4is) — Ca10(POa4)s(OH)2s) + 12 NH3(g) + 18 H2Oqy (1)

Para a sintese da HA, deixou-se sob agitacdo, em 50 mL de agua deionizada,
a massa de Ca(OH). até que a mesma fosse completamente dissolvida.
Posteriormente, ocorreu a adicdo do (NH4)2HPO4 dissolvido em 50 mL de agua
deionizada. A sintese ocorreu a temperatura ambiente, sob agitacdo, durante
aproximadamente 3 h, em meio basico (pH = 10-11). A reac&o ocorreu sem ajuste de
pH, uma vez que 0s reagentes possuem carater basico. Apos o término do
processamento, as solucdes resultantes foram centrifugadas, os sélidos lavados com
agua deionizada e os produtos secos em estufa a 110 °C por aproximadamente 12 h.

O processo de calcinacdo nao foi utilizado.
2.2.2 Sinteses da hidroxiapatita dopada com Ce

A sintese da Ce-HA foi também realizada via MPQ, com o mesmo procedimento
adotado para a sintese da hidroxiapatita pura. Porém, com a adicdo do dopante cério
em X mols (Xce = 0,50% m/m) com relacdo ao célcio (Caio-xCex(PO4)s(OH)2) (Eq. 2)

(SINGH et al., 2017). A sintese da HA dopada ocorreu com a adicdo simultanea, na
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solucao de (NH4)2HPO4 sob agitacdo, a solugcéo de nitrato de cério e de hidroxido de
calcio Ca(OH): dissolvido em 50,0 mL de agua deionizada. As sinteses ocorreram a
temperatura ambiente, sob agitacdo magnética, durante aproximadamente 3 h em pH
basico (pH = 10-11). O processo de calcinagdo também nao foi utilizado.
9,995 Ca(OH)2s) + 0,005Ce(NO3)3(aq) + 6(NH4)2HPO4s) — )
Cag,995Ce0,005(PO4)s(OH)2| + 18H20() + 12NH4*(aq) + 3NO3'(ag)

Ap6s o término do processamento, as solucdes resultantes foram
centrifugadas, lavadas com agua deionizada e os produtos seco também em estufa a
110 °C por 24 h. Os sélidos obtidos foram desaglomerados com o auxilio do almofariz
e pistilo e passados em uma peneira de malha 35 VT com abertura de 425 pym. Os
pos obtidos foram denominados de HA (hidroxiapatita pura) e Ce-HA (hidroxiapatita

contendo 0,50% de cério).
2.3 Caracterizacdes
2.3.1 Difratometria de Raios X (DRX) e refinamento de Rietveld

Os materiais sintetizados foram caracterizados pela técnica de difracdo de
raios-X (DRX). Foi utilizado o equipamento LABX — XDR 600, Shimadzu, Cu — Ka (A
= 1,5406 A) com 26 no intervalo de 10° a 60°, com taxa de varredura de 2° min! e
tempo de exposicdo de 40 minutos. Os tamanhos médios dos cristalitos foram
estimados usando a equacdo Debye-Scherrer (o plano escolhido foi o (002))
(KAYGILI; DOROZHKIN; KESER, 2014). A identificacdo da composi¢cao das fases foi
realizada pelo refinamento Rietveld usando o software GSAS/EXPGUI 2012. Para a
coleta de dados do refinamento a variagao 26 foi entre 10 ° a 110 °, com taxa de
varredura de 1° min', tamanho de passo de 0,02° e tempo de medicdo de 5s por
passo. Os difratogramas obtidos foram comparados com perfis reportados na
literatura e seus respectivos cartdes da base de dados The International Centre for
Diffraction Data (ICDD) e Inorganic Crystal Structure Database (ICSD).

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

A espectroscopia na regido do infravermelho com transformada de Fourier foi
realizada em um Espectrométro FTIR modelo Vertex 70 do fabricante Brucker Optics
com 64 scans para cada pastilha preparada das amostras com KBr, na regidao de 400
a 4000 cm™ com resolucédo de 4 cm™. As amostras de HAs e os scaffolds foram

maceradas em um almofariz de 4gata. A agua adsorvida foi removida das amostras
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apos 24 h de aquecimento a 100 °C. Quantidades de pés de aproximadamente 1 mg

foram misturados com 100 mg de KBr.

2.3.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV) acoplado a espectroscopia de
energia dispersiva (EDS)

A andlise morfolégica e composi¢do dos materiais sintetizados foi investigada
utilizando um microscopio eletrénico de varredura (MEV) com fonte de elétrons por
emissao de campo FEG (QUANTA 250 FEI). A anélise elementar por espectroscopia
de dispersdo de energia (EDS) foi realizada usando uma sonda EDAX Apollo X
anexada ao MEV.

2.3.4 Espectroscopia de fotoelétrons excitados por raio-X (XPS)

Os espectros foram obtidos com um sistema de espectrometro (ESCA+,
Scienta-Omicron) equipado com um analisador hemisférico (EA125) e uma fonte de
radiagdo monocromada Al Ka (Xm1000, 1486,7 eV). A fonte de raios-X foi usada com
uma poténcia de 280 W, enquanto o espectrémetro trabalhava em um modo de passos
de energia constante de 50 eV. As analises foram realizadas no Grupo Crescimento

de Cristais e Materiais Ceramicos — Instituto de Fisica de Sao Carlos — USP.
2.4 Estudos das propriedades bioldgicas
2.4.1 Atividade antibacteriana via método do contato direto

O teste de atividade antibacteriana foi realizado via método do contato direto
(MCD) utilizando duas cepas de bactérias gram-negativa (Escherichia coli - ATCC
25.922) e gram-positiva (Staphylococcus aureus - ATCC 25.923). A partir dos meios
de cultura mantidas em agar nutriente a 4 °C, transferiu-se uma alcada do crescimento
bacteriano para um tubo falcon contendo 3,0 mL do meio Brain Heart Infusion Broth a
3% (BHI), seguido de incubacdo a 37 °C por 24h. A partir desta cultura em BHI
preparou-se uma suspensao bacteriana padronizada para uma densidade equivalente
a 0,5 na escala MacFarland, aproximadamente 1,5 x 108 UFC/mL (Unidades
Formadoras de Colbnias - UFC). E em seguida foram realizadas diluicbes decimais
seriadas, em solucédo salina fisiolégica, obtendo-se uma suspenséo de 1,5 X 10*

UFC/mL para ambos os microrganismos.

O teste antimicrobiano foi realizado por contato direto, tendo como resultado a

contagem de unidade formadora de colbénias (UFC). Para a realizacdo do teste a
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suspensao bacteriana padronizada foi submetida a diluicdes seriada decimais até
obtencéo da diluicdo 10 (1,5 X 10* UFC/mL). Em seguida, 2000 uL desta suspenséo
diluida foram transferidas para um tubo tipo falcon esterilizado, ao qual foi adicionado
2000 pg do biomaterial. Para determinagdo do efeito inibitorio, 100 pyL desta
suspensao foram transferidos para placas de Petri contendo o meio agar Blood Agar
Base (Columbia) e semeadas com o auxilio de uma al¢ca de Drigalsky pelo método
spread plate. As placas foram incubadas na estufa microbiol6gica por 24h a 37 °C, em
seguida foi feita a contagem das unidades formadoras de col6nia (UFC). O teste foi
realizado em triplicata para cada uma das concentracbes testadas. No controle
positivo os produtos foram substituidos por uma solucéo salina (2000 L) para
posterior comparacdo das solugcdes com os produtos testados. O efeito inibitorio
produzido por cada solucéo-teste foi calculado de acordo com a Equacéo 4:

n = %xlOO% (4)
onde n é definido como o efeito inibitério, N1 € a média aritmética das unidades
formadoras de col6nia das placas controle, N> é a média aritmética das unidades
formadoras de colbnia de cada uma das solucdes testadas e os resultados expostos

em percentagem.
2.4.2 Viabilidade celular

O ensaio de citotoxicidade in vitro seguiu os procedimentos descritos na ISO
10993-5:2009. A viabilidade celular foi analisada pelo ensaio colorimétrico MTT (3-
(4,5-dimetiltiazol-2il)-2,5-difenil brometo de tetrazolina). As células de fibroblastos
humanas (GM07492) foram inicialmente semeadas (15 x 103 células/ poco) em placas
de 96 pocos, as quais, foram mantidas em meio Eagle modificado por Dulbecco
(DMEM) e enriguecidas com soro bovino fetal (FBS-10%v/v) e antibiéticos (penicilina
e estreptomicina). Foram encubadas em estufa (Panasonic MOC-19-AlC-UV CO2) na
temperatura de 37 °C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO2 e 95% de ar
atmosférico. Os materiais foram pesados, esterilizados, imersos em meio de cultura
(20 mg/mL) e mantidos a 37 °C durante 24 h para realizar os procedimentos de
extracdo (TAVARES et al., 2011). Apds isso, 0 meio de cultura semeados foi

substituido por 100 yL de meio resultante do procedimento de extracdo de cada
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amostra. Este experimento foi realizado em triplicata e mantido em condi¢bes padrao
durante 24 h.

Posteriormente, o meio de cultura foi removido dos pocos, 0os quais foram
lavados com tampéao fosfato salino (PBS). Entdo, aliquotas de 50 yL de MTT foram
adicionadas a cada poco e as células foram mantidas em condi¢des de cultura durante
4 h. Apés incubacdo, 100 pL de isopropanol foram adicionados aos pocos e
homogeneizados delicadamente para a solubilizagdo dos cristais de formazan. Os
valores de densidade optica (DO) obtidos em um comprimento de onda (A) de 570 nm
num espectrofotometro foram convertidos em percentagens de viabilidade celular em
relagcdo a um grupo de controle negativo (DMEM + 10% e FBS = 100% da viabilidade
celular). Os efeitos de citotoxicidade foram expressos em termos de porcentagem
usando a Equacao 5, o grupo controle considerou foi considerado como sendo 100%
de viabilidade celular (KIM et al., 2018).

Absorgao das células tratadas

DO(%) = ( ) * 100% (5)

Absorcao das células controle

Como controle positivo foram usados DMEM + 30% de DMSO e como controle
negativo, foram usados DMEM + soro bovino fetal + antibiéticos. Os ensaios foram
realizados no Laboratério de Quimica Medicinal e Medicina Regenerativa da

Universidade de Araraquara — UNIARA.
2.5 Analise Estatistica

Os dados foram estastiticamente analisados usando o software GraphPad
Prism versdo 5.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Os grupos foram
comparados usando one-way ANOVA e teste post-hoc Fisher. O intervalo de
confianca de 95% e nivel de significancia de p<0,05 foram consideradas para todos

Os testes.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizagao via DRX e refinamento de Rietveld

Para confirmacgao efetiva da fase e avaliagdo da cristalinidade do material, o
ensaio do DRX foi realizado nas amostras HA e Ce-HA. Os difratogramas dos pés
sintetizados pelo MPQ estéo disponiveis na Figura 1. Através dos DRXs, percebe-se
gue os materiais sintetizados possuem boa cristalinidade, sem a presenca de fases
intermediarias. Utilizando o software X’Pert HighScoresPlus, os difratogramas foram
comparados aos PDFs da biblioteca do software e comparados juntos ao Joint
Committee on Powder Diffraction and Standards (JCPDS). As amostras sintetizadas
(HA e Ce-HA), tiveram os seus picos indexados ao cartdo ICDD 00-001-1008. Os
seguintes planos cristalinos foram identificados: (111), (002), (102), (210), (211),
(202), (310), (312), (203), (213) e (511); assim como os angulos de refracdo 26,06°;
28,32°; 32,20°; 34,35°; 39,99°; 46,95°; 49,80° e 53,39°, respectivamente. Dessa forma,
as suas presencas confirmar a existéncia da fase hidroxiapatita (KURTJAK;
VUKOMANOVIC; SUVOROV, 2017; VILA et al., 2016).

T JPCDS-ICDD 00-001-1008

———g (21 1)
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Figura 1. DRX das amostras (a) HA e (b) Ce-HA.

Os valores para o tamanho médio dos cristais calculados pela equacdo de

Debye—Scherrer foram de 25,87 nm, para HA, e 34,51 nm, para a Ce-HA. Os valores
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encontrados foram préoximos do calculado por de Kaygili et al (2014). Os autores
referidos calcularam o tamanho dos cristais utilizando também o plano (002). Acredita-
se gue essa variacdo no tamanho dos cristais observada nas hidroxiapatitas
sintetizadas nesse estudo pode ser um indicativo prévio atribuido a presencga do ion
cério (Kaygili et al., 2014).

Através do refinamento de Rietveld é possivel se ter uma estimativa da
aproximacéao dos difratogramas do modelo estrutural em comparagdo com arquivos.
CIF disponibilizado em bancos de dados de cristalografia. As Figuras 2a e 2b mostram
um bom acordo entre os padrdes de DRX observados e os resultados de ajuste tedrico
calculados para a HA e Ce-HA. Na Figura 2c tem-se a representacao da célula unitaria
de estrutura da hidroxiapatita simulada pelo programa VESTA (Visualization for
Eletronic and Structural Analysis) (MOMMA; IZUMI, 2011), versdo 3.4.4 para
Windows, com base nos parametros de rede (a, b, ¢, a, B e y) e posi¢cdes atdmicas (X,

y e z) obtidos ap6és o refinamento.
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Figura 2. Refinamento de Rietveld para o p6 de (a) HA e (b) Ce-HA obtidos pelo MPQ.

(c) Representacao das células unitarias das hidroxiapatitas obtidas nesse estudo.
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Foi possivel detectar que os difratogramas das amostras sintetizadas tiveram
similaridade com o cartdo de nimero 26205 (ICSD), com estrutura do tipo hexagonal
e grupo espacial P63/m. Seus parametros de célula unitaria sdoa=b=0,943 nme c
= 0,689 nm para HA, e a=Db =0,942 nm e ¢c= 0,675 nm, para a Ce-HA. Normalmente,
um refinamento é qualificado como satisfatdrio quando o valor de Chi2 ou x? (fator de
convergéncia) € menor que dois (x2 < 2) (VIEIRA et al., 2013).

Para esse refinamento o valor de x? foi igual a 1,845 para a amostra de HA e
1,759 para amostra Ce-HA, indicando que o refinamento foi bem-sucedido. Para que
os resultados obtidos com o refinamento sejam considerados aceitaveis, o Rwp deve
possuir valores proximos a 8% para estruturas cubicas (simetria elevada com poucos
picos de difracdo). Para estruturas tetragonal, ortorrombica, romboédrica ou
hexagonal (fase média complexa) os valores de Rwp devem ser proximos a 8-10 e,
por fim, para estrutura monoclinica ou triclinica (alta fase complexa) esses valores
encontra-se entre 10 e 15% (CAVALCANTE et al., 2012).

Os valores de Rwp para as amostras de HA e Ce-HA foram, 10,60% e 11,06%,
respectivamente. Os parametros de rede da célula unitarias gerados apds o
refinamento, para o Ce-HA, estédo dispostos na Tabela 1. Alguns desses parametros

sdo comparados com outros valores reportados na literatura.

Tabela 1. Parametros de rede obtidos apos refinamento de Rietveld para as células

unitarias da Ce-HA.

Parametros de célula

HA~ a(d) bA) c@A) a) B(O) v VA Ref.
Ce-HA 9422 9422 6875 90 90 120 528,55 ¢

HA 9424 9424 6879 90 90 120 529,09 ICSD

HA 9,406 9,406 6879 90 90 120 527,10 KEBIROGLU etal, 2017
HA 9418 9,418 6884 90 90 120 - YAO et al., 2003
HA 9418 9,418 6884 90 90 120 - MANOJ et al., 2015
Ce-HA 9,413 9,413 6,873 90 90 120 576,78 CIOBANUetal, 2015
Sr-HA 9,767 9,767 7,267 90 90 120 548,08 LEI etal., 2017

¢ =resultado obtido pelos autores desse estudo
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Apos o refinamento, foi observado as seguintes porcentagens de fase para a
Ce-HA: 96,98% referentes a fase da hidroxiapatita e 3,02%; corresponde a fase do
cério (ISCD 43381) (a=b=4,250 A, ¢ =5,842 A e V = 91,37 A3), com grupo espacial
P63/mmc. Embora a quantidade de ion adicionado n&o tenha sido suficiente para
causar o surgimento de novos picos de difracdo, uma variagcdo, nos parametros de
rede e no volume da célula unitaria (Tabela 1), ainda que discreto, sugerem que houve
alteracdo da rede cristalina, confirmando os resultados do DRX. Acredita-se que a
fase sobressalente de cério, ndo identificada pelo refinamento, permanece decorando
a superficie da hidroxiapatita.

A célula unitaria é formada por 10 ions de calcio situados em dois sitios distintos
(Cal e Ca2) (Figura 3c). Os atomos de calcio Cal, estdo localizados nas extremidades
de um sextavado da célula unitaria, enquanto que os atomos Ca2 formam triangulos
equilatero paralelos ao eixo c. Existem também 4 sitios distintos de oxigénio (O1, O2,
03 e 04). O 04 esta ligado ao H1 para formar a hidroxila e os sitios de P1 sao todos
equivalentes, do tipo PO4, estao ligados ao O1, O2 e O3, sdo 0s maiores ions que
constroem células unitarias, sendo o unico a determinar a sua estrutura (LALA et al.,
2016).

3.2 Identificacdo do Ce e célculo da razédo Ca/P

Para corroborar com os resultados tedricos gerados pelo refinamento de
Rietveld, a identificacdo do cério na estrutura da hidroxiapatita foi dada pelas técnicas
de FTIR, EDS e XPS. Os espectros de FTIR da amostra HA e Ce-HA estdo dispostos
na Figura 3. O espectro da HA e Ce-HA (Figuras 3a e 3b), mostra a banda na regiao
de 3578 cm?, refere-se ao estiramento O-H da hidroxila caracteristica de fases
hidroxiapatita. J& bandas em 3441 cm™ e 1644 cm, correspondem a deformacdes e
estiramentos O-H de agua adsorvida na superficie do material. As bandas em 1104
cm?, 1033 cm™? e 961 cm™, corresponde a vibracdo de estiramento assimétrico e
simétrico, relacionados a grupos PO4* em HPO.%. A banda em torno de 601 cm™ é
referente a deformacéo assimétrica tipo P-O do grupo PO.s*. Na regido de 566 cm™
tem-se a deformacdo do tipo P-OH e em 458 cm™, sdo mostradas bandas
correspondentes as vibracdes de deformacdes assimétricas do grupamento HPO 4>

(P-O-(H)) (MALAKAUSKAITE-PETRULEVICIENE et al., 2016).

As bandas em destaque na regido de 1989 cm, 1422 cm™* e 875 cm?,

assemelham-se as vibragdes de estiramento e deformacdes de algumas substituicbes
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de carbonato, indicando que houve formacdo de carbonato de célcio no meio
reacional. O carbonato seria originado a partir do CO: presente no ambiente da
sintese (CO2+ 20H - CO3% + H20) realizada ao ar livre, juntamente com pH basico
(pH = 10-11) do meio. Autores destacam que a presenca de carbonato na fase néo é
um problema (ANWAR; AKBAR, 2018; LEEUWENBURGH et al., 2006).
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Figura 3. Espectros FTIR para (a) HA e (b) Ce-HA e sua ampliagdo que encontram-

se entre a regido 500-400 cm correspondendo a (c) HA e (d) Ce-HA.

Na literatura, os modos vibracionais da ligagao Ce-O encontram-se na faixa do

infravermelho entre 800-400 cm, na Figura 3d, as bandas 491, 458, 447 e 424 cm™
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sdo atribuidas a vibracdes relacionadas as ligacdes do tipo Ce-O (HARISH et al.,
2018; HASSANNEJAD et al., 2017; SENTHILKUMAR et al., 2017).

Os espectros provenientes do EDS e XPS para os pés HA e Ce-HA estéo

dispostos na Figura 4. Por meio do EDS, os constituintes elementares da

hidroxiapatita (Ca, P e O) (Figura 4a), assim como o dopante Ce (Figura 4b), foram

identificados. Por meio da técnica de XPS foi possivel detectar os principais picos

caracteristicos para esses componentes, sao eles: 529,3 eV (Ois), 439,7 eV (Caxs),
347,5 eV (Caz),187,7 eV (P2s) e 131,8 eV (P2p) (Figuras 4c e 4d).
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Figura 4. (a) Espectro de EDS para a HA, (b) espectro de EDS para a Ce-HA, (c)

espectro de XPS para a HA, (d) linhas de emisséo relativas ao O, Ca e P que

compdem a hidroxiapatita, (e) espectro de XPS para a Ce-HA e (f) linhas de emissao

relativas ao dublete de elétrons ejetados dos orbitais 3d do Ce.
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Na Figura 4e é possivel observar as linhas de emisséo relativas ao dublete de
elétrons ejetados de orbitais 3d do Ce na regido entre 880-905 eV. A deconvolugédo
(peak-fitting) (Figura 4f) da &rea em destaque em vermelho na Figura 4e, revelou nove
tipos de excitacdo na energia de ligacao para os dubletes 3ds. e 3ds». S&o quatro
para 3ds (881,2; 882,3, 883,8 e 885,3 eV) e cinco para 3ds». (897,3; 899,4; 900,4;
902,2 e 904,2 eV). As energias de ligacdes (E.L.) identificadas no XPS revelaram a
presenca do ion cério em dois estados de oxidacéo (Ce3* e Ce*).

As propriedades termodinamicas do cério, através do diagrama de Pourbaix,
revela que os ions cérios séo soluveis em acidos fortes, enquanto os seus complexos
hidroxilicos séo insoluveis e bastantes estaveis em pH neutros e basicos (POURBAIX,
1966). Além disso, os ions cério exibem uma complicada quimica de solubilidade
devido a sua alta suscetibilidade a complexacao, resultante da influéncia do elétron

no orbital 4f.

Isso € uma caracteristica importante dos lantanideos que sao conhecidos por
formarem complexos hidratados em solugcdo. Esses complexos sdo favorecidos
devido a reacfes quimicas entre ligantes anidnicos de alta eletronegatividade, como
€ o0 caso do OH" presente em excesso no meio reacional (ARENAS; PONCE DE
LEON; WALSH, 2016). Assim, em pH entre 10-11, pelo diagrama de Pourbaix, as
espécies quimicas Ce(OH)z e CeO: sdo formadas. O nitrato de cério utilizado para a
sintese da Ce-HA nesse estudo foi 0 Ce(NOg)s. Acredita-se que a oxidagéo da espécie
dopante (Ce*") (Equacéo 6) tenha se dado devido a sintese ter ocorrido em sistema
aberto e em meio basico (CHEN et al., 2014).

Ce¥ > Cet +e
Ce¥ + OH + CO2% > Ce(OH)CO3
2Ce(OH)CO3 = Cez0s + H20 + 2CO; (6)
2Ce203 + 02 > 4Ce0

As linhas de emissdo de alta intensidade relativas ao dublete de elétrons
ejetados de orbitais d do Ce (IV) apresentaram percentual de area de 43,53%;
enquanto para o Ce (lll), o percentual de area foi de 56,47%. Os respectivos valores

E.L. estdo melhores organizados na Tabela 2.
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Tabela 2. Posi¢des dos picos de XPS para os pos HA e Ce-HA sintetizados nesse

estudo.

Posicédo dos picos (E.L., eV)
Amostras Oy Cazs Cazprz Cazpaz  Pos Pap  Oos Cesq
HA 529,3 438,0 349,7 346,4 189,9 132,3 24,0 -
Ce-HA 530,4 438,2 349,8 346,3 189,6 132,3 24,2 904,0-884,6

E.L: Energia de ligacao

Ja a Tabela 3 traz a E.L. para os componentes elementares da hidroxiapatita,
assim como um acoplamento spin-orbita que identifica e revela a presenca de duas
espécies quimicas de Ce (lll e IV) no material Ce-HA. Esse acoplamento foi
identificado apds deconvolucédo espectral.

Tabela 3. Acoplamento spin-orbita de acordo a energia de ligacdo para as espécies

de cério identificadas pelo XPS.

Tipo de Ce Posicdo dos E.L (eV) Acoplamento %Area

picos spin-orbita
(D) vl 884,5 3ds2 20,55
(D) vT1’ 885,8 3ds2 2,20
(D) v1” 886,9 3ds2 9,09
(D) ul 899,8 3dar2 4,73
(D) ut’ 904,2 3dar2 19,90
(V) Y 881,8 3dsp2 23,05
(V) V' 897,3 3dsp2 4,40
(V) u 900,4 3dar 2,80
(V) u’ 902,2 3dar 13,28

E.L: Energia de ligacao

A distancia entre os picos relativos (A = u - v) dos orbitais degenerados 3d do
Ce sdo: A = 18,46 para o Ce(lV) e A1’ = 18,48 para o Ce(lll). Esses valores sao
semelhantes aos encontrados por Murugan et al.. As energias de ligacdo nas posicoes
vV, V', U e U’ sdo atribuidas ao cério tetravalente, e as posi¢des v1, v1’, v1” ul e ut’
s&o atribuidos ao cério trivalente (BECHE et al., 2008; MURUGAN; VIJAYAPRASATH:;
RAVI, 2015; PAPARAZZO, 2017; UHART et al., 2016). O estado eletrénico atribuido

a posicdo v e u, no acoplamento spin-orbita 3ds, e 3ds2 sdo Ce(IV)3d°4f°02p* e
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Ce(ll1)3d°4f'02p®. Ja para as posicoes V' e U, os estados eletronicos s&o
Ce(1V)3d%f102p° e Ce(Il1)3d°4f202p°® (UHART et al., 2016).

Também através dos dados gerados pelas técnicas de EDS e XPS, foi possivel
calcular a razdo Ca/P semi-quantitativa e quantitativa. Os valores da razdo Ca/P
calculados, mostram que a razao para HA (Ca/P) e Ce-HA ((Ca+Ce)/P) foram de 1,51
a 1,56 (razdo semi-quantitativa) via deteccdo por EDS; e 1,44 a 1,50 (razdo
guantitativa) via deteccao por XPS. A Figura 5 mostra o espectro com os respectivos
valores de quantificacdo dos componentes elementares da amostra Ce-HA. A
guantificacédo foi realizada utilizando o software CasaxXPS versdo 2.3.19PR1.0. Os
valores da razdo semi-quantitativa sdo comparados com outros valores calculados e
encontrados na literatura (Tabela 4) e a porcentagem molar quantitativa (Yomolar) dos
componentes elementares da amostra Ce-HA encontra-se melhor dispostos também
na Tabela 5. Os valores da %molar foram obtidos pela conversdo dos valores da

porcentagem atdmica (Yatdémica) por meio do numero de Avogrado.
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Figura 5. Porcentagem atdbmica dos componentes elementares que constituem a

amostra Ce-HA. A quantificacao foi realizada utilizando o software CasaxPS.
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Os valores obtidos das razbes Ca/P para as amostras neste trabalho,
revelaram gue a hidroxiapatita sintetizada é do tipo deficiente em calcio (CDHA ou Ca-
def HA). As hidroxiapatitas do tipo Ca-def HA (Caiox(HPO4)x(POa4)s.x(OH)2«, onde 0 <
x < 1), sdo caracterizadas por possuirem razées Ca/P variando entre 1,50 a 1,67
(DOROZHKIN, 2010; FAROKHI et al., 2018). De acordo com Lowry et al. 2018, essa
razdo Ca/P é esperada e seria consequéncia da substituicdo do ion dopante na rede
de hidroxiapatita (LOWRY et al., 2018). Os valores de “X” s&o correspondente a
guantificacdo elementar do calcio obtido via caracterizagdo por XPS (Tabela 3);
portanto, o valor de x = 0,24 para a HA e x = 0,16 para a Ce-HA. Por fim, a %atémica
calculado para o Ce foi de cerca de 0,17%. Dessa forma, a formula quimica tedrica
para as amostras de HA (Ca-def HA) e Ce-HA (Ca-def Ce-HA) para esse trabalho
foram Cag,76(HPQO4)0,24(P0O4)576(OH)1,76 € CaggaCeo,017(HPO4)0,16(PO4)s,84(OH)184,

respectivamente.

Tabela 4. Razdo semi-quantitativa da HA e Ce-HA obtida por EDS em comparacéo

com razdes Ca/P disponiveis na literatura.

Hidroxiapatita Ca/P (Ca+dop)/P Ref.
HA 1,56 - .
Ce-HA - 1,51 .
Ca-def HA - 1,46 REN et al., 2015
Ce-HA - 1,55 KANCHANA,; et al., 2017
HA 1,56 - YANG et al., 2017
Zn-HA - 1,34 YANG et al., 2017
Bi-HA - 1,67 AL-HAZMI, 2016

dop: dopante e ¢: resultado obtido pelos autores nesse estudo

Tabela 5. Razado Ca/P calculada via XPS para os pos de HA e Ce-HA sintetizados.

%molar (102 mols) Razéo
Amostra O Ca P Ce Ca/P (Ca+Ce)/P
HA 10,010 3,950 2,630 - 1,50 -
Ce-HA 11,960 2,710 1,900 0,029 1,43 1,44
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A metodologia de sintese, nesse estudo, mostrou-se simples e eficiente,
mesmo nao utilizando altas temperaturas. Por exemplo, Cioubanu et al., sintetizaram
hidroxiapatita dopada com cério (IV), em diferentes concentracées (0 a 0,25% m/m),
via método da co-precipitacdo, para aplicacbes antibacterianas (Cioubanu et al.,
2015). Os valores encontrados para a razédo (Ca+Ce)/P variam entre 1,671 a 1,673. O
tempo de envelhecimento utilizado na sintese foi de 3 h a 60 °C, seguido de
calcinacdo com taxa de aquecimento de 800 °C por 1 h. Lei et al., sintetizaram um
biocompésito SrHA/QT, também utilizado para fins em aplicagcbes na area da
engenharia tecidual 6ssea. Os autores obtiveram a fase da hidroxiapatita por pré-
aquecimento (90 °C) e com tempo de envelhecimento de 12 h. Apos lavagem e
secagem, a obtencéo dos pos foi feito a 900 °C durante 4 h (Lei et al., 2016).

A hidroxiapatita de razdo Ca/P = 1,67 é bastante utilizada em cirurgias
ortopédicas e maxilofaciais para reparar defeitos 0sseos, pois apresenta excelente
resposta tecidual e osteocondutividade (JAZAYERI et al., 2017; SOBCZAK-KUPIEC
et al., 2018). No entanto, esse tipo de material € muito estavel no corpo e leva muito
tempo para ser reabsorvido devido a sua alta cristalinidade (BOHNER; GALEA,;
DOEBELIN, 2012). Em contraste, a Ca-def HA possui propriedades mais proximas a
do osso humano em relacao ao teor de calcio e cristalinidade, além de possuir uma
maior taxa de dissolucdo em fluidos corporais fisioldégicos. Vale ressaltar também, que
os tecidos naturais 0sseos sdo compostos por HA deficiente em calcio (ANWAR;
AKBAR, 2018; YINGGUANG; ZHUORU; JIANG, 2007; ZHANG et al., 2010). Assim, a
Ca-def HA obtida nesse estudo assume propriedades bastantes promissoras para ter

seu uso voltado as aplicacdes médicas na area da engenharia tecidual éssea.

A diminuicdo no volume da célula unitaria da fase hexagonal, observado apés
o refinamento (Tabela 1), com a presenca dos dopantes, ao se comparar com o cartao
n° 26205 (de 529,09 A3 para 528,55 A3), tem-se um forte um indicativo da possivel
substituicdo de Ce®* e Ce** na rede da HA. O ion Ce3* (raio i6nico = 0,107 nm), por
ser maior do que o ion Ca?* (raio i6nico = 0,100 nm) (YINGGUANG; ZHUORU; JIANG,
2007) pode substituir o calcio do sitio Ca(1). Enquanto o sitio Ca(2) é ocupado pelos
fons Ce*" (raio ibnico = 0,097 nm) (Figura 2c), por possuir menor raio idnicos
(CIOBANU; BARGAN; LUCA, 2015), quando comparado ao raio idnico do Ca?*. A

eletronegatividade do cério (1,06) (valores proximos aos de Ca = 1,01) pode ser outra
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propriedade que favoreca a substituir do célcio por cério na rede da hidroxiapatita
(YINGGUANG; ZHUORU; JIANG, 2007).

Esta alta afinidade e semelhanca nas suas propriedades periédicas, sugerem
gue o cério substitui o calcio e dessa forma, podera vir a intervir no processo de
remodelacdo 6ssea. Por exemplo, os resultados obtidos por Hu, et al., sugerem que
0 cério promove a migracdo e diferenciacdo osteogénica das células estromais de
medula 6ssea (Hu, et al (2014)). A metodologia usada neste trabalho, para a sintese
da HA e da Ce-HA, mostrou-se eficiente. Uma vez que a boa convergéncia obtida pelo
refinamento e as respostas geradas pelas técnicas espectroscopias utilizadas nesse
estudo (FTIR, EDS e XPS) confirmaram a fase e a presenca dos ions dopantes (Ce**
e Ce®") substituindo o Ca?* no reticulo cristalino da hidroxiapatita.

3.3 Efeito inibitdrio contra cepas bactérias

Os efeitos inibitérios contra bactérias gram-negativas e gram-positivas foi
investigada para comprovar as melhorias dessa propriedade ao material com a
inclusédo dos ions Ce®* e Ce** na HA. O estudo das propriedades antibacteriana das
HA e Ce-HA foram avaliadas contra as cepas E. coli (ATCC 25,922) e S. aureus
(ATCC 25,923). A Figura 6 mostram os resultados dos efeitos inibitorios
antibacterianos na forma grafica e traz as fotos das placas obtidas apds ensaio de
inibicdo bacteriana via MCD. Os resultados foram calculados e sdo expressos de
acordo com a Equacao 4.

As particulas de HA apresentaram um efeito inibitério de cerca de 7,0£3,0%
para E. coli e 3,0+2,0% para S. aureus. Com o material contendo o Ce, o efeito
inibitério passou a ser de ~ 49 + 6% e 46 = 4%, para E. coli e S. aureus,
respectivamente. Em termos estastisticos, os materiais HA e Ce-HA apresentaram a
mesma eficiéncia proporcional inibitéria para ambas as cepas gram-negativas e gram-
positivas. Para as particulas de Ce-HA, uma potencializacdo de cerca 40%, ao se
comparar com os resultados obtidos para a HA, foi observada.

Os resultados encontrados por Ciobanu e colaboradores, mostraram que a
substituicdo da hidroxiapatita por cério nas propor¢des de 10% e 20%, contra E. coli
e S. aureus, via método disco-difusao, foram de 31,38% e 53,33% para a E. coli, e
29,01% e 34,03%, para inibicdo da e S. aureus. Os resultados apresentados na Figura

7 que o efeito inibitério apresentada pelas particulas contendo 0,05% de cério
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obtiveram perfis de inibicdo similares aos relatados no estudo citado (CIOBANU;
BARGAN; LUCA, 2015).
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Figura 6. (a) Efeito inibitério contra as cepas E. coli (ATCC 25992) e S. aureus (ATCC
25923) e (b) imagens das placas do ensaio antibacteriano via MCD das particulas de

hidroxiapatita sintetizadas.

Os efeitos de atividades antibacterianas de metais de transicdo pode esta
relazionado a uma natureza de uma inducdo eletrostatica entre as particulas e
membrana celular das bactérias (KHADAR et al., 2019); assim, acredita-se que 0s
ions cérios (TRAMPUZ; ZIMMERLI, 2006) presentes na estrutura da hidroxiapatita
podem interagir com a membrana celular, podendo levar a danos estruturais e morte
das células (FENG; LIAO; YE, 2005). Além disso, a dimuicdo da cristalinidade da
hidroxiapatita substituida ou dopada pode levar ao aumento da sua solubilidade e a
diminuicdo da cristalinidade do material; logo, existindo uma maior probabilidade do
aumento da interacdo entre o material e a parede celular das bactérias (CIOBANU;
HARJA, 2019).

A maior atividade inibitéria antibacteriana contra cepas bacterianas gram-
negativas (E. coli) revela que a existéncia dos ions cério na estrutura de hidroxiapatita
pode levar a cargas superficiais positivas para as particulas Ce-HA, o que pode
proporcional uma inducdo por atracdo eletrostatica entre as bactérias e o material
(CIOBANU; HARJA, 2019; PRIYADARSHINI; ANJANEYULU; VIJAYALAKSHMI,
2017). Ja os resultados para a S. aureus sdo bastantes relevantes, uma vez que as
infeccdes nos implantes sdo geralmente causadas por estas bactérias (BABENKO et

al., 2012; OUYANG et al., 2009). Uma pesquisa descrita por Trampuz e Zimmerli,
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demostrou que cerca de 30% dos casos de infecc¢des relacionadas ao implante foram
causados por S. aureus. Essa bactéria é considerada como a principal responsavel
por infec¢cdes em regides osteoarticulares. Logo, os resultados potencializados com a
presenca do Ce € bastante relevante contra o crescimento da S. aureus (TRAMPUZ;
ZIMMERLLI, 2006).

3.4 Efeito da viabilidade celular

A Figura 7 mostra os resultados do teste de citotoxicidade via ensaio
calorimétrico MTT. O ensaio ocorreu com 0s materiais precursores HA e Ce-HA. O
teste foi executado via extrato dos materiais com tempo de incubagéo de 24 h. Os
resultados do metabolismo celular foram comparados com o controle negativo (DMEM
+ FBS 10% v/v) (100% de proliferacéo) e os grupos foram classificados como sendo
(GUO et al.,, 2012): resultados acima de 80% sé&o considerados nao citotoxicos;
aqueles entre 80 e 71%, fracamente citotoxicos; aqueles entre 70 e 61%,
moderadamente citotoxico; e aqueles abaixo de 60%, fortemente. A Figura 7 mostra
os resultados obtidos que foram expressos em densidade 6tica (OD)x100 (Equacéo

5), obtidas por um espectrofotometro em 570 nm.

Os resultados de viabilidade celular avaliados apontaram que os materiais HA
e Ce-HA tiveram niveis de viabilidade compativeis com um efeito ndo citotoxico
(viabilidade celular = 80%). A analise estatistica mostrou que os materiais ceramicos
HA e Ce-HA apresentaram niveis de viabilidade celular de 89,0+1,0% e 99,0+3,0%,
respectivamente, assim, uma similar ao grupo controle negativo (100%), com
significativamente de p < 0,05, foi observado.

Priyadarshini e Vijayalakshmi (2018), estudaram a viabilidade células de
osteoblastos durante 24 e 48h em diferentes concentra¢des (20 a 100 mg/mL) do po
Ce/Si-HAP@5,0%. ApoOs periodo de incubacéo celular, foram observadas, para o
tempo de 24 h, os seguintes percentuais de proliferacao celular: 102% (20 mg/mL),
105% (40 mg/mL), 108% (60 mg/mL), 110% (80 mg/mL) e 91% (100 mg/mL)
(PRIYADARSHINI; VIJAYALAKSHMI, 2018). As particulas de HA e Ce-HA
sintetizadas também ndo interferiram na atividade metabdlica celular e,
consequentemente, na viabilidade celular. Logo, os materiais HA e Ce-HA foram
classificados como n&o citotoxicos (inibicdo menor do que 20% em relacdo ao grupo

controle).
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Figura 7. Resultados da viabilidade celular in vitro dos materiais sintetizados nesse
estudo. Os resultados sdo expressos como porcentagem de viabilidade celular em
relacdo ao grupo controle negativo (C-): DMEM + FBS a 10% v/v. O grupo controle
positivo (C+) como referéncia de efeito citotdoxico € composto por: DMEM + FBS 10%
viv + DMSO 30% v/v. Analise estatistica: ANOVA ONE WAY e o teste post-hoc. *
p<0,05.

O material Ce-HA exibiu um efeito de proliferacédo celular, em comparacéo a
HA-pura, de cerca de 10% a mais. Acredita-se que essa potencializacao dos efeitos
de inducdo do crescimento celular ao se comparar com os efeitos de viabilidade
também positivas do material HA, é devida ao fato da presenca do cério na Ce-HA.
Atkinson e colaboradores descartaram que a presenca do cério nos materiais
proporciona algumas propriedades biolégicas, tais quais, bioatividade, atividade
osteogénica e atividade antimicrobiana (ATKINSON et al., 2019); além disso, o cério
apresenta efeitos positivos na proliferacao celular in vitro em osteoblastos (ZHANG et
al., 2010) e atua como agente neuroprotetor (SCHUBERT et al., 2006).
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4. CONCLUSAO

O estudo da incorporacgéo do ion cério por meio da dopagem, na estrutura da
hidroxiapatita, mostrou-se favoravel a juncdo a potencializacdo das propriedades
antibacterianas e antimicrobianas a ceramica Ce-HA. A sintese da hidroxiapatita (HA)
e da hidroxiapatita dopada com cério (Ce-HA), realizada pelo MPQ mostrou-se
eficiente. Os DRXs tiveram seus picos indexados ao cartdo n° ICDD 00-001-1008,
confirmando que os materiais séo cristalinos. A presenca de fases intermediarias nao
foi detectada. Os parametros de rede fornecidos pelo método de Rietveld confirmaram
gue a estrutura é hexagonal e possui grupo espacial P63/m. As caracterizacdes por
FTIR, EDS e XPS confirmaram a presenca da fase hidroxiapatita e do cerio em duas
formas oxidadas (Ce®* e Ce**). A razdo quantitativa e semi-quantitiava Ca/P calculada
variou entre 1,44 e 1,56; revelando que o material € do tipo Ca-def HA. Os testes
antimicrobianos por contato direto contra S. aureus e E. coli mostraram eficacia de
inibicdo média de cerca de 40% quando comparada ao material HA. Os resultados da
viabilidade in vitro que a presenca do cério, potencializou o grau de biocompatibilidade
do material Ce-HA. A proliferacéo celular variou entre 89 a 99%, possibilitando, entéo,
classificar as particulas de hidroxiapatita, apés 24 h de tempo de incubacéo celular,
como sendo nao citotoxicos. Portanto, desenvolveu-se uma bioceramica com
potencial de ser utilizado como biomaterial de preenchimento de pequenas partes da
arcada dentarias, maxilar ou para outras aplicacfes na area da engenharia tecidual

ossea.
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CAPITULO 4: ESTUDO EXPERIMENTAL

Preparagéo de um scaffold baseado na hidroxiapatita dopada com

cério/quitosana para aplicagcdes em engenharia tecidual 6ssea

Resumo

A hidroxiapatita (HA) é uma ceramica biocompativel que estimula o crescimento
0sseo. Uma das alternativas para melhorar as suas propriedades estruturais € através
da sua associa¢cdo com biopolimeros, tais como a quitosana (QT). Assim, buscou-se
investigar os efeitos da interacdo entre a QT e HA dopada com Ce (Ce-HA). Scaffolds
baseados na QT e HAs foram obtidos a partir de hidrogéis liofilizados. Os materiais
estruturados SCF-HA e SCF-Ce-HA foram caracterizados por FTIR, TG/DTG, MEV,
ensaio de degradacao em PBS e ensaio mecanico. O FTIR e a TG/DTG confirmaram
a ocorréncia de possiveis interacdes quimicas entre a HA e a QT. O estudo de
degradacéo in vitro em PBS mostrou que o material ndo sofreu perdas consideraveis
de massa apos o periodo de 28 dias. O modulo de Young encontrado foi de 6,10 +
0,03 MPa, com tensdo maxima de 5,67 + 0,03 MPa e deformacao de 92,44 + 0,70 %.
O MEV mostrou que os materiais possuem poros interconectados (Tamanho médio =
244,81 + 152,52 um; Area de porosidade = 33,34 + 8,36%). O ensaio de MTT revelou
gue a dopagem com cério potencializou os efeitos de biocompatibilidade. Para as
ceramicas HA e Ce-HA o nivel de confluéncia celular foi de 89,4+1,00% e 99,1+3,2%,
respectivamente. Para o scaffold QT/Ce-HA a viabilidade celular foi superior a 80%,

apo6s 72 h. O material foi classificado como sendo néo toxico.

Palavras-chave: scaffold, dopagem, cério, reticulacéo polieletrolitica.
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1. INTRODUCAO

A engenharia de tecidos %aplicada a substituicdo e/ou regeneracéo éssea se
revela como sendo uma area promissora que traz consigo alternativas que sao
capazes de contornar limitacbes provenientes das terapias convencionais
(CHOCHOLATA; KULDA; BABUSKA, 2019).

A fim de solucionar problemas relacionados a incidéncia atual de doencas
causadas perda de massa 6ssea como as infec¢des, fraturas, tumores e traumas,
dada a escassez de doadores e possibilidade de rejeicdo no uso clinico de enxertos
ou preenchimentos 6sseos (FRAGAL et al., 2016; RIBEIRO et al., 2015), formulacdes
de novos biomateriais, na forma de biocompoésitos baseados em polimeros pode ser
uma alternativa interessante (CABALLERO et al., 2019; RIBAS et al., 2019).

Logo, associando-se principios da engenharia e biologia, com o intuito de
recriar ou reparar tecidos danificados, a demanda pelo desenvolvimento de uma
variedade de biomateriais, naturais e sintéticos, ativos funcionalmente, tem sido
crescente. Portanto, a escolha de um polimero com propriedades fisico-quimicas, com
biocompatibilidade adequadas é uma etapa critica para aplicagcdes na engenharia de
tecidos (RAINA et al., 2016).

Os poli(a-hidréxi acidos), polimeros sintéticos, sdo um exemplo da classe
desses polimeros biodegradaveis e bioreabsorviveis, utilizados na engenharia de
tecidos. Porém, possuem pouca resisténcia mecanica e sofrem reducdo de tamanho
ao longo do tempo, acrescido a sua questionavel interagcdo com as células com
possibilidade de reacao toxica local pela liberacdo de produtos acidos de degradacao
(ABUKAWA et al., 2006; OH et al., 2006; PRECHEUR, 2007).

Como alternativa de substituicdo, a quitosana (QT), um biopolimero natural,
tem sido amplamente investigada e utilizada por suas aplicacbes clinicas e
biomédicas associadas a sua biodegradabilidade, biocompatibilidade,
biofuncionalidade e néo-toxicidade (HE et al., 2017). Trata-se de um polissacarideo
catidnico obtido pela desacetilacdo de unidades monomeéricas da quitina (N-acetil-D-
glucosamina) (CAZON et al., 2017; JEONG et al., 2017) que é amplamente
empregada na fabricacdo de curativos, como agente hemostético, em sistemas para

liberagdo controlada de farmacos, como agente antimicrobiano, em formulacfes de

6 E a ciéncia aplicada que utiliza conhecimentos de biologia, quimica e fisica para desenvolver tecidos
artificiais.
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hidrogel, conservante de alimentos e na engenharia de tecidos (FERREIRA et al.,
2016; OSORIO et al., 2018; RADHAKUMARY; ANTONTY; SREENIVASAN, 2011).

J4 a hidroxiapatita (HA), [Cai0o(POa4)sOH2], uma biocerdmica bioativa,
biocompativel, biodegradavel, ndo-toxica e osteocondutora, € utilizada no tratamento
de danos e defeitos 6sseos, em especial por, contribuindo para a otimizacdo da
fixacdo de implantes (AKTUG et al., 2017; SALIMI; ANUAR, 2013). Possui
similaridade a apatita biol6gica presente em 0ssos e dentes, podendo ser natural ou
sintética, esta ultima sendo sintetizada na razdo Ca/P entre 1,50 a 1,67, que favorece
0s mecanismos de crescimento 0sseo (SEKINE et al., 2017; TAKTAK et al., 2018;
YANG et al., 2017).

Uma grande vantagem da utilizacdo dos fosfatos de calcio na engenharia do
tecido 0sseo é de possuir biocompatibilidade com os tecidos duros, ha também
biocompatibilidade com tecidos moles como a gengiva, pele e musculos (IBRAHIM et
al., 2017; RIBEIRO et al., 2015). Além da sua utilizacdo na engenharia do tecido
0sseo, a hidroxiapatita e outros fosfatos de calcio tem utilizacao vasta no revestimento
de préteses e como cimentos em procedimentos de restauracao dentaria (SANTOS;
OSAJIMA; DA SILVA FILHO, 2010).

A principio é necessario considerar a forma em que se almeja obter o compadsito
final, tais como scaffolds, discos, filmes, hidrogéis, pds, entre outros. Normalmente, a
potencial aplicacdo a que se destina o material compdsito norteara a forma e, também
o método de manufatura escolhido. Nas formulacées de biocompdsitos baseado na
QT/HA, a QT, que corresponde a matriz, possui diversos usos que variam da
excipientes farmacéuticos até aplicagcdes em engenharia de tecidos (DINESCU et al.,
2014; KOC DEMIR; ELCIN; ELCIN, 2018; SARAVANAN; LEENA; SELVAMURUGAN,
2016).

Dessa maneira, a flexibilidade deste biopolimero limita suas aplicacdes, uma
vez que isoladamente ndo suporta cargas de forma similar ao osso natural, de modo
gue a HA, além de possuir similaridade a porcdo mineral dos o0ssos, contribui com
resisténcia e dureza, é bioativa e favorece a osteoconducao, no caso de aplicacdes
em engenharia do tecido 6sseo (KHOR; LIM, 2003; REZWAN et al., 2006).

A falta de propriedades mecanicas suficientes ou ruins nos compdsitos
estruturados reduzem suas aplicacdes médicas; logo, uma das alternativas para

melhorar essas propriedades é através da reticulacéo linear, um método geralmente
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utilizado para modificar propriedades mecénicas, biologicas e de degradacdo dos
hidrogéis (GUARESTI et al., 2018; XU et al., 2017). Devido a fécil disponibilidade dos
grupos amino na quitosana, ela pode interagir com as cargas negativas da superficie
da hidroxiapatita, formando complexos polieletroliticos (CPE), uma alternativa para a
formacéo de ligagdes cruzadas (SHAKIR et al., 2015; SHAKIR et al., 2018). Assim, 0
objetivo principal da reticulacdo ou da formacdo de um CPE é melhorar as
propriedades biomecénicas dos scaffolds através da formacé@o de uma rede firme de
matriz polimérica sem a utilizacao de agentes quimicos reticulantes que muitas vezes

possuem efeitos toxicos (ORYAN et al., 2018).

A formulacdo de compositos contendo proporcdes desses dois biomateriais
(HA + QT) parece ser uma alternativa interessante, uma vez que sera possivel unificar
as principais propriedades de biocompatibilidade, de bioanabdlica, osteogénicas,
osteocondutoras e osteoestimulantes (GRADO et al., 2018), com possibilidades de
fabricacdo dos materiais com propriedades mecanicas adequadas para aplicacdes

diversas na area da engenharia tecidual 6ssea.

Por fim, outra alternativa eficaz para multiplicar os efeitos de biocompatibilidade
desses biocompadsitos € a adicdo de dopantes na estrutura da HA. Estudos mostram
gue a adicdo de dopantes a HA causa efeitos ndo toxicos ao material e potencializam
as atividades de proliferacéo celular (KIM et al., 2018; VLADESCU et al., 2016). Assim,
o presente trabalho tem como objetivo investigar os efeitos da interacao polieletrolitica
entre a QT e HA dopada com Ce (Ce-HA) para formula¢des de um scaffold, bem como

investigar suas propriedades mecanicas, quimicas e biolégicas.
2. PARTE EXPERIMENTAL
2.1 Materiais

A sintese e caracterizacao da HA e Ce-HA foram descritas no Capitulo 3 desse
estudo e a quitosana (Primex) utilizada possui grau médio de desacetilacdo de 78%.
Para os experimentos de viabilidade celular utilizou-se a linhagem celular GM07492
(fibroblasto humano), células/poco: 1x10° meio de cultura DMEM (Gibco/
Thermofisher), suplementado com soro bovino fetal (SBF) (nutricell), DMSO (Sigma-
Aldric), MTT ({brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]}) (Sigma-
Aldric), penicilina e estreptomicina 10U/mL (Sigma-Aldrich. Os reagentes nao
passaram por processo de purificacdo prévia e a dgua utilizada para os processos de

sintese foi obtida pela purificagcdo em um sistema Milli-Q.
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2.2 Preparo dos scaffolds

Inicialmente, foram pesados aproximadamente 2,00 g de QT que foram
dissolvidos, sob agitacdo magnética, em 100,0 mL de uma solucéo de acido lactico a
0,25% (v/v) em um béquer de 250 mL. Apos completa dissolucao do polissacarideo,
foi adicionado ao sistema, aproximadamente 1,00 g de HA para a promocdo da
interacdo entre os materiais (reticulacdo polieletrolitica). A obtencdo do hidrogel foi
alcancada apds um tempo de mistura de aproximadamente 2 h.

Ap6s obtencao do hidrogel, com auxilio de uma micropipeta, cerca de 2000 uL
do hidrogel foram dispostos em placa de 24 pocos que foi levada ao freezer a -20 °C
por 24 h. A fabricacdo das matrizes porosas (scaffolds) foram realizadas através do
processo de freeze-dried (liofilizac&o) for cerca de 8 h. Para a interacdo e formacao
do hidrogel QT/Ce-HA, os procedimentos, anteriormente relatados, foram repetidos.
Assim, os scaffolds SCF-HA e SCF-Ce-HA, de diametro médio de 10 mm e altura de
5 mm, foram obtidos. A Figura 1 traz o esquema resumo para a fabricacdo dos

materiais obtidos apds o processo de liofilizacao.
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Figura 1. Scaffold a base de quitosana e hidroxiapatitas (HA e Ce-HA) obtido apds

processo de liofilizag&o.
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2.3 Caracterizacdes

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

A espectroscopia na regiao do infravermelho com transformada de Fourier foi
realizada em um Espectrométro FTIR modelo Vertex 70 do fabricante Brucker Optics
com 64 scans para cada pastilha preparada das amostras com KBr, na regido de 400
a 4000 cm™ com resolucdo de 4 cm™. As amostras de HAs e os scaffolds foram
maceradas em um almofariz de 4gata. A dgua adsorvida foi removida das amostras
apos 24 h de aquecimento a 100 °C. Quantidades de pos de aproximadamente 1 mg

foram misturados com 100 mg de KBr.
2.3.2 Andlise termogravimétria (TG)

As curvas TG foram realizadas no equipamento SDT Q600 V20.9 Build 20 da
TA Instruments utilizando aproximadamente 5 mg de amostra com razdo de
aquecimento de 10 °C min (25 a 1000 °C), em atmosfera de argonio, com fluxo de

100 mL min em porta amostra de alumina.

2.3.3 Microscopia eletronica de varredura (MEV) acoplado a espectroscopia de

energia dispersiva (EDS)

A analise morfolégica e composi¢cdo dos materiais sintetizados foi investigada
utilizando um microscopio eletrénico de varredura (MEV) com fonte de elétrons por
emissao de campo FEG (QUANTA 250 FEI). A analise elementar por espectroscopia
de dispersdao de energia (EDS) foi realizada usando uma sonda EDAX Apollo X

anexada ao MEV.
2.4 Estudo de degradacéo in vitro

O estudo de degradacéao in vitro correu pela imerséo dos scaffolds em tampéao
fosfato-salina (phosphate buffered saline — PBS). Os scaffolds foram pesados em uma
balanca analitica e, entdo, as amostras foram imersas na solucédo de PBS a 37 °C em
uma estufa. O periodo de realizacdo do estudo de degradacdo ocorreu em trés
semanas, como o seguinte intervalo de tempo: 1, 7, 14, 21 e 28 dias. A solucéo de
PBS foi trocada a cada 7 dias e a remocao do PBS foi realizada por lavagem com

agua deionizada. Apés lavagem, os materiais eram seco em estufa por 80 °C para
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retirada da agua e obtencdo de uma massa constante do material. O estudo de
degradacao foi calculado utilizando a Equagéo 1:

M. — M
%perda de massa = (lM—f) * 100% (1)
f

onde M; é a massa inicial do scaffold e Mt é a massa final do scaffold apos imerséo e

secagem em estufa.
2.5 Ensaio mecanico de compressao

Os ensaios mecanicos de compressao foram realizados nos scaffolds de area
cilindrica (10 mm de didametro e 5 mm de altura), a uma velocidade de 1 mm/min. Os
testes foram realizados em equipamento servo-hidraulico para ensaios mecanicos
SHIMADZU: AG-X 250 kN, no Laboratorio de Ensaios Mecénicos do Instituto Federal
do Piaui (IFPI) (ASTM Standards D 2990 — 01).

2.6 Teste de viabilidade celular

A citotoxicidade foi avaliada utilizando o ensaio colorimétrico MTT ({brometo de
[3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]}) (ISO 10993-5:2009). As células de
fibroblastos humanas (GM07492) foram semeadas em placa de cultura de 12 pocos
enriquecidas com 500 pyL de meio Alpha Medium (a-MEM) suplementado com
antibidtico, soro bovino e glutamina e encubadas em estufa a 37 °C em atmosfera
umidificada contendo 5% de CO- e 95% de ar atmosférico por 48 h. Os materiais foram
pesados, esterilizados, imersos em meio de cultura (20 mg/mL) e mantidos a 37 °C
durante 24 h para realizar os procedimentos de extracdo (TAVARES et al., 2011). Os
pocos foram lavados com PBS (1x), depois passaram por incubados com o seguinte
intervalo: 24, 48 e 72 horas. A cada periodo foi adicionado 10% de MTT diluido em
meio a-MEM. A placa de cultura foi novamente incubada em estufa por mais 5 h. O
sobrenadante foi descartado e adicionado 500 uL de DMSO em todos 0s poc¢os. Apds
incubacdo, 100 uL de isopropanol foram adicionados aos poc¢os e homogeneizados
delicadamente para a solubilizacéo dos cristais de formazan. Os valores de densidade
optica (DO) foram obtidos em um comprimento de onda (A) de 550 nm num
espectrofotometro, leitora de placa Biotek, (modelo EIx800). Os efeitos de
citotoxicidade foram expressos em termos de porcentagem usando a Equacgao 2, o
grupo controle considerou foi considerado como sendo 100% de viabilidade celular
(KIM et al., 2018). Como controle positivo foram usados a-MEM + DMSO e como

controle negativo, foram usados a-MEM + soro bovino fetal + antibiéticos. Os dados
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foram submetidos a analise estatistica (ANOVA-ONEWAY e FISHER’Spost hoc test)
com nivel de significancia de 5%. Os ensaios foram realizados no Nucleo Integrado
de Morfologia E Pesquisas com Células-Tronco (NUPCelt/ CCA/UFPI).

Absorgao das células tratadas

DO(%) = ( ) * 100% )

Absorgio das células controle
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1 Caracterizagéo dos scaffolds

Apo6s confirmacdo e a obtencdo bem-sucedida da fase hidroxiapatita, os
scaffolds QT/HA e QT/Ce-HA foram formados, e ap6s processo de liofilizacao, foram
caracterizados. A Figura 1 mostra os espectros de FTIR dos scaffolds. Nos espectros
dos scaffolds SCF-HA e SCF-Ce-HA, é possivel perceber facilimente a presenca tanto
de bandas caracteristicas da HAs, quanto a presenca das bandas referentes a QT. As
vibracdes caracteristicas da HA (Figura 1a) sdo observadas no espectro do compdsito
(Figura 2b e 2c), assim como, bandas caracteristicas da QT que podem ser um
indicativo de uma possivel interacdo bem-sucedida entre o material ceramico e o

polissacarideo.
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Figura 2. FTIR da (a) Ce-HA, (b) SCF-HA, (c) SCF-Ce-HA e (d) quitosana.

A banda em 3492 cm, refere-se a estiramento do tipo N-H. As bandas bem
acentuadas nas regides entre 2930 cm™ e 2875 cm™, que corresponde a estiramento
do tipo C-H, sdo observadas com destaque na quitosana, mas nao aparecem no
espectro do material Ce-HA. Na regido de 1594 cm™ é observado uma deformacéo

angular simétrica no plano dos grupos -NHz. A banda 1305 cm, corresponde a
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estiramento do tipo C-O caracteristico também da quitosana. Por fim, na regido
proxima a 896 cm, encontra-se uma banda caracteristica da vibracéo dos grupos -
NH2 da QT (SENTHILKUMAR et al., 2017). Portanto, as bandas no espectro do
scaffold (Figuras 2b e 2c) revelaram a formacgéo do compdsito, nas quais, essas novas
bandas estdo caracterizando a nova formulagdo, ou seja, algumas bandas
caracteristicas da QT e da HA, quando esses materiais se encontravam em
composicao Unica, sao percebidas.

A andlise termogravimetrica (TG) foi realizada com a finalidade de investigar a
estabilidade térmica e possiveis interagdes entre as HAs e a QT. As curvas TG e DTG
estdo dispostas na Figura 3. Observa-se, nas curvas TG e DTG (Figura 3a) da QT,
gue as primeiras perdas de massa ocorreram em torno de 85 °C e corresponderam a
vaporizagdo das moléculas de &gua adsorvidas. Geralmente, polissacarideos
possuem uma forte afinidade com as moléculas de agua. Na QT, as moléculas de
agua podem se ligar a grupos hidroxila ou amina presente no esqueleto
macromolecular (SHAMEKHI et al., 2017).
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O evento térmico da QT, superiores a 85 °C até 270 °C, proporcionaram a

perda de aproximadamente 21% de massa e 0 pico térmico da primeira diferencial na
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regido de 306 °C, revelou que esse evento corresponde a degradacdo, a
desacetilacdo, despolimerizagdo, desidratacdo dos anéis sacarideos e decomposi¢ao
de unidades de polimeros (ALVES et al., 2018; DEMIR; ELCIN; ELCIN, 2018). Esse
mesmo pico é observado na curva térmica derivada do SCF-Ce-HA e, nessa mesma
curva (Figura 3c), ndo foram percebidas perdas de agua, uma vez que 0 mesmo
passou pelo processo de liofilizagéao.

Na Figura 3b, tem-se a curva TG e DTG ampliada para as amostras de HA e
Ce-HA. A perda de massa relacionada entre a faixa de aquecimento entre 42 °C até
100 °C pode ser atribuida a perda de agua fisicamente adsorvida na superficie. Esse
primeiro evento térmico ocorre até aproximadamente 260 °C, com perda de massa de
aproximadamente 19%. Acima desta temperatura, na faixa de 100 °C até 600 °C,
ocorre outro evento térmico referente ao inicio da condensacao de grupos hidroxilas
caracteristicas da fase hidroxiapatita. Essa condensacdo também foi observada no
Ce-HA e proporcionou perda de 21% de massa de HA contida na amostra. Para esse
estudo a composicado de materiais utilizada no processo de fabricacdo do scaffold foi
de 20:80 (HA/QT m/m%). Essas perdas de massa revelaram que o scaffold é
constituido por cerca de 80% de polissacarideo e, ao se comparar a estabilidade entre
as amostras de hidroxiapatita, a Ce-HA apresentou uma maior perda de massa
percentual que pode ser justificada devido a liberacdo de ion OH". Se mostrando,
proporcionalmente, menos instavel termicamente quando em comparacdo a TG da
HA (Figura 3b).

Os picos em 126 °C e 182 °C na DTG, destacados na Figura 3, da amostra
SCF-Ce-HA néo foram identificados nas curvas de TG/DTG da QT e das amostras HA
e Ce-HA. Observa-se que que existiu uma separagéo desses eventos entre as curvas
DTG da QT (Figura 3d) e a DTG do SCF-Ce-HA (Figura 3e). Isso é um indicando
razoavel de que um novo evento térmico para o biocompdsito sintetizado foi formado.
O surgimento desses novos eventos pode ser atribuido a possiveis interacfes
guimicas intermoleculares devido a facil disponibilidade dos grupos amino na QT.

Essas observacdes corroboram com os dados obtidos e discutidos na
caracterizacdo por FTIR. Além disso, esse indicativo pode ser também justificado por
trabalhos que indicam a ocorréncia de interagdo intermolecular do tipo ligacdo
hidrogénio entre a QT e a HA (SHAKIR et al., 2015; SHAKIR et al., 2018). Outro indicio
aponta que a OH, das cadeias poliméricas da QT, possam estar interagindo com os

grupos —NH2 e —NH3z* (grupos protonados) de outras cadeias do polissacarideo e a
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HA, o que auxilia no fortalecimento desse tipo de interacdo. Acredita-se que as
particulas de HAs possam estar atuando como potencializadoras de cargas
superficiais. Portanto, existe relatos da existéncia de possibilidades de formacao de
ligacdes de interacdo entre os grupos -NH; da QT e o Ca?" da HA (MONREAL
ROMERO et al., 2013; VENKATESAN; KIM, 2010). A Figura 4 retrata uma posposta-
esquema para as interacdes ocorrendo entre a superficie da HA e alguns grupos

guimicos da QT.
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Figura 4. Possivel interacao entre a hidroxiapatita e os grupos quimicos da quitosana.

A investigacdo morfologia e da porosidade do scaffold foi realizada através do
MEV (Figura 5). A Figura 5a é referente a particulas de Ce-HA. A imagem mostra as
particulas formando aglomerados ndo uniformes com superficie irregular. Na Figura
5b, observar-se que essas particulas, referentes a HA, encontram-se agregada na
superficie do biopolimero. Na Figura 5c, percebe-se a distribuicdo da bioceramica de
forma bastante dispersa ao longo do material. Os pontos verdes (Figura 5d) destacam,
em outra percepcao, a dispersdo das particulas de Ce-HA.

Uma boa caracteristica dos scaffolds € um dos requisitos para sua utilizagéo
na engenharia de tecido ésseo € possuir caracteristicas porosas, com presenca de
macroporos com tamanho superior a 100 um, para permitir a migracao celular e
colonizagao/vascularizagao do scaffold, e interconectividade tridimensional (3D) dos

seus poros, para permitir perfusao de fluidos biolégicos e de nutrientes para as células
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(LABATE et al., 2017). A presenca dos poros é facilmente percebida nas Figura 5c,
4d e 4e. Na Figura 4e, temos a microscopia apresentada em perceptiva 3D, na qual
revelou que o material possui a caracteristica de interconectividade dos seus poros.

O espectro EDS, mostrado na Figura 6 para o scaffold, revelou a composicéo,
de forma qualitativa. Os ions Ca, P, O, provenientes da hidroxiapatita foram
detectados e foi possivel também observar a presenca dos ions de cério incorporados
na dopagem da Ce-HA. Os demais ions (C, N e O) sédo provenientes da composi¢ao
da QT. Dados fornecidos pelo EDS relativos a porcentagem atbmica tém sido
utilizados para obtencdo da razado Ca/P de hidroxiapatita sintetizada (KANCHANA,
NAVANEETHAN; SEKAR, 2017; REN et al., 2015; YANG et al., 2017).

Os dados obtidos no EDS mostram que a razdo semi-quantitativa (Ca+Ce)/P
presente no SCF-Ce-HA é de 1,93. Esse valor semelhante ao relatado por Santos e
colaboradores (SANTOS et al., 2019); além disso, esse resultado condiz com valores
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 razdo Ca/P igual a 1,67 (SOBCZAK-
KUPIEC et al.,, 2018), consegue interagir com maior facilidade com os fluidos
fisiologicos corporais (ARIFTA et al., 2017; OKADA; MATSUMOTO, 2015).

Apés tratamento pelo software ImageJ, os tamanhos médios dos poros e a
variacdo da porosidade do material foram estimadas. Uma frequéncia muito grande
de poros com abertura entre 130 um a 235 um (cerca de 78%) foram observados,
seguidos de 10% de poros com abertura variando entre 300 um a 410 um. A
porosidade do osso cortical varia de 5% a 30%, enquanto a porosidade do 0sso
esponjoso varia de 30% a 90%. Os valores, para o tamanho médio total, ao se analisar
cerca de 1399 poros em cinco areas distintas do material, foi de 244,81 + 152,52 um
com poros variando entre 130 a 930 um e a sua area de porosidade média total foi
estimada em torno de 33,34 + 8,36%. A Figura 7 traz uma melhor representacéo
desses valores.

A porosidade 6ssea nao é fixa e pode mudar em resposta a carga, doenca e
envelhecimento alterados. Tecnicamente, a estruturacdo dos scaffolds geralmente
tém que possuir area de porosidade suficientemente grande, juntamente com
tamanhos apropriados dos poros, preferencialmente nas formas regulares e
interconectadas para permitir a vascularizagdo, proliferacdo celular e migracgéo.

Amplas faixas de tamanhos de poros (10 ym a 1000 um) tém sido relatadas e s&o



considerados adequados para formacgéao e regeneracdo de tecido ésseo (SHAVANDI
et al., 2016).
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Figura 5. MEV para (a) Ce-HA, (b-d) SCF-Ce-HA e (e)* imagem 3D do SCF-Ce-HA.
(*Para melhor perspectiva visual, os autores recomendam que os leitores utilizem

oculos tipo ciano e vermelho).
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Figura 7. Distribuicdo do tamanho dos poros do SCF-Ce-HA.

Outros autores também relatam que scaffolds com tamanhos de poros entre
78-382 uym sdo essenciais para a vascularizacdo, como suporte e interacao de células
fibroblasticas e propiciagdo a proliferacdo e diferenciacdo de células troncos em
linhagens osteoblasticas (MAJI et al., 2018; O’'BRIEN et al., 2005). Um estudo in vivo
relatou também que scaffolds com poros médios em torno de 215 ym melhoram

significativamente a proliferacdo e producdo da matriz extracelular (deposi¢édo de
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células-tronco mesenquimais) (ZHANG et al., 2016). Os resultados desse estudo
encontram-se nas faixas de variacdo de tamanhos de poros relatados por esses e
outros estudos. A Tabela 1 traz uma comparacdo com os valores encontrados nesse

trabalho com outros ja publicados na literatura.

Tabela 1. Tamanho médio dos poros e area de porosidade do SCF-Ce-HA.

Material Porosidade Tamanho Referéncias
(%) meédio dos
poros (um)
SCF-Ce-HA 33,3448,36 | 244,81+152,52 ¢
Oss0 esponjoso 75-85 300-600 HADAVI et al., 2017
humano
Osso cortical 5-10 10-50 HADAVI et al., 2017
humano
HA/QT 90 200-700 TSIOURVAS et al., 2016
HA/QT 77-79 72-138 MOATARY et al., 2017
B-TCP/QT 80 78-382 MAJl et al., 2018
n-HA/QT 93 121-595 MAJI et al., 2018
HA-CaCOs/QT 91 200 CHEN et al., 2018
B-TCP/QT 70-82 212 SHAVANDI et al., 2016

¢ = valores encontrados pelos autores.

3.2 Degradacéo in vitro e propriedades mecanicas

Um dos grandes problemas para aplicacdo desses tipos de materiais na area
da engenharia tecidual € o desenvolvimento de scaffolds capazes de fornecer
propriedades mecanicas adequadas ap0s o implante. Essas propriedades séao
altamente influenciadas pela estrutura e tamanho de poros, e a variagdo na
propriedade mecanica devido ao processo de degradacdo do biomaterial, deve ser
compativel com o processo de regeneracédo 0ssea (PRASADH; WONG, 2018). Assim,
0 SCF-Ce-HA passou por uma avaliacdo quanto a sua degradacao in vitro e aos seus
modulos mecéanicos (mddulo de elasticidade (E) (modulo de Young) e tensdo maxima
(0)). O resultado do estudo de degradacédo por imersdo do scaffold em PBS é
mostrado na Figura 8. Essas informacdes foram obtidas comparado os valores da M;
com a Ms(Equacgao 1).

O estudo revelou que o material, ap6s um periodo de 28 dias de degradacéao,
nao sofreu grande perca de massa, sendo observado uma variacdo de perda de
massa degrada constante ao final do periodo estudado. Nas primeiras 24 horas do

estudo, o material perdeu, em média, cerca de 13% de massa. Porém, ao longo desse
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estudo foi observada uma pequena tendéncia de ganho de massa no material (grau
de intumescimento), entre o dia 1 para o dia 7 e do dia 14 para o dia 21. Esses ganhos
médios de massa foram de aproximadamente 0,18% e 2,30%, respectivamente.
Acredita-se que este fato decorra provavelmente por conta da penetracao do liquido
nos poros do scaffold e da interacdo da agua (através de ligacdes de hidrogénio) com
grupos quimicos da QT (—NHs*, NH2 e —OH). Os grupos —NHs3* estdo presentes,
principalmente, nas unidades de glucosamina da QT com pH inferior a 7,2 (CRUZ et
al., 2016).
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Figura 8. Estudo in vitro da perda de massa do scaffold em meio PBS pelo seguinte
periodo de tempo: 1, 7, 14, 21 e 28 dias.

Segundo Deb et al (2019), a presenca da HA constituindo o biocompasito pode
ser um fator fundamental para esse ganho de massa observado, o que pode ter
influenciado a ndo observacdo de uma taxa de degradacédo crescente (DEB et al.,
2019). Santos e colaboradores relatam que essa tendéncia é existente pois a HA é
capaz de adicionar propriedades interativas de superficie junto aos constituintes
ibnicos que compde o meio de imersao (PBS). Logo, isso pode acarretar em uma
capacidade extra de absorcdo de PBS por parte do scaffold (SANTOS et al., 2019).

O teste mecanico ocorreu através do ensaio de compressdo. O ensaio de

tracdo mostrou que o modulo de Young do Ce-SCF-HA foi de 6,10 + 0,03 MPa. A forca
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maxima de tensdo foi de 5,67 £ 0,03 MPa, com deformacgao (¢) maxima entre de 92,44
+ 0,70 %. Os valores encontrados por Heidari et al (2018), para um compdsito
constituido de ferrita, HA e QT, foram de 0 = 2-10 MPa e € = 73,50%-82,50% (HEIDARI
et al., 2018). Li et al., 2018, encontraram os valores de ¢ e E iguais a 1,40-1,84 MPa
e 88-132 MPa, respectivamente, para scaffolds a base de nano-HA e QT (LI et al.,
2018). Outras composi¢des contendo HA e grafites/grafenos obtiveram valores de ¢
igual a 3,60-3,80 MPa (KANHED et al., 2017) e 3,30 MPa (LI et al., 2018). Variacdes
m/m% na composi¢do entre a QT/HA podem gerar diferente valores de resisténcia a
compressao (LI et al., 2005). Por exemplo, composi¢cées contendo 30:70 (m/m %) de
QT/HA podem assumir valores de o igual a 119,86 MPa. Ja para compositos
formulados por 70:30 (m/m %) de QT/HA, esses valores sdo proximos a 66,64 MPa
(LI et al., 2005). Para esse estudo a composicao final foi de 80:20 (m/m%).

Follet et al (2014), relatam que os valores de o € E para 0 0SSO eSponjoso
humano variam entre 0,28-11,61 MPa e 19-1257 MPa, respectivamente (FOLLET et
al., 2004). Zhao e Liang (2017), relatam que a resisténcia a compressao do 0sSso
esponjoso humano varia entre 1,9-7,0 Mpa (ZHAO; LIANG, 2017). Para Prasadh e
Wong (2018), a forca média do osso cortical varia entre 100 e 230 MPa. Uma
comparacao entre os valores obtidos e os valores encontrados na literatura é

mostrado na Tabela 2.

Tabela 2. Comparacéao entre modulos de compresséao e elasticidade da SCF-Ce-HA,

0SSO0 esponjoso e 0Sso cortical.

Amostra Tensao (MPa) Mdédulo Elastico (MPa) Referéncias
SCF-Ce-HA 5,64 -5,70 6,07 — 6,13 ¢
4-12 (0,1 -0,5) x 108 REZWAN et al., 2006;
Osso
_ YANG et al., 2014
Esponjoso 20 — 500 (8 — 50) x 103 HADAVI elat., 2017
130 — 180 12 — 18 REZWAN et al., 2006;
Osso
_ YANG et al., 2014
Cortical 10 — 150 (14 — 20) x 10 HADAVI elat., 2017

¢ = resultado obtido pelos autores desse estudo
Os scaffolds obtidos nesse estudo foram fabricados sem a utilizacdo de
agentes reticulantes quimicos. A falta de propriedades mecéanicas suficientes boas ou

ruins, como baixa estabilidade mecanica, por exemplo, pode reduz as suas aplicacbes
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médicas. A hidroxiapatita, como uma ceramica biologicamente ativa, possui
propriedades mecéanicas pobres, como baixa tenacidade a fratura e tracéo limitada,
dessa forma, as areas de aplicacbes sdo limitadas (LI et al.,, 2018). Assim, a
reticulacdo linear (crosslink) quimicas ou fisicas entre cadeias poliméricas € um
método simples e bastante utilizado para modificar propriedades mecéanicas,
bioldgicas e de degradacao de hidrogéis.

Embora a reticulacdo através de reacBes quimicas melhore as propriedades
mecanicas dos substitutos ésseos, a maioria dos reagentes utilizados para este fim
demonstram efeitos indesejaveis e podem exercer reacfes toxicas. O glutaraldeido,
por exemplo, € um dos principais reticuladores quimicos e um dos mais amplamente
utilizados (LIU; WANG; ZHANG, 2017; SHAMEKHI et al., 2017; YANG et al., 2017).
Uma pesquisa basica e de carater qualitiativo no banco de dados SCOPUS realizada
no més de agosto de 2019, utilizando os termos “glutaraldehyde AND cross-linking”,
voltada para aplicacdes na area de materiais, revelou que no periodo entre 0s anos

de 2009 a 2019 existem cerca de 1999 estudos cientificos relacionados ao tema.

Entretanto, muitas visdes contraditorias foram recentemente levantadas sobre
seus efeitos citotdxicos devido a sua alta toxicidade celular, por ser considerado um
material de alto risco para a saude publica e uma grande necessidade de sucessivas
lavagens com solucbes especificas para a eliminagcdo do seu excesso e a sua
presenca pode causam alteracdes na cor dos scaffolds (ORYAN et al., 2018). Assim,
a associacao da HA e QT mostra-se ser uma alternativa no minima razoavel para
melhorar os médulos de elasticidade, resisténcia a tracdo e compressao, modulo de
flexdo, tensdo maxima e fadiga. Assim, podendo os scaffolds fabricados nesse estudo
serem aplicados in vivo com ou sem auxilios de outros biomateriais, tais quais, placas,
parafusos, fios ou pinos que possam minimizar e evitar falhas nas suas aplicacdes
(HADAVI et al., 2017; PRASADH; WONG, 2018).

3.3 Estudo de citotoxicidade

Os testes de citotoxicidade dos materiais foram realizados em duas etapas. A
primeira etapa (Ei) ocorreu com os materiais formuladores (QT, HA e Ce-HA) dos
scaffolds e os SCF-HA e SCF-Ce-HA e tempo de incubacéo de 24 h. A segunda etapa
(En) ocorreu em dois periodos de incubacao celular (24, 48 e 72 h), sendo avaliado
somente a citotoxicidade do SCF-Ce-HA. Os resultados do metabolismo celular foram

comparados com o controle negativo (a-MEM FBS) (100% de proliferacdo) e os
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grupos foram classificados como sendo (GUO et al., 2012): resultados acima de 80%
sdo considerados ndo citotéxicos; aqueles entre 80 e 71%, fracamente citotdxicos;
aqueles entre 70 e 61%, moderadamente citotoxico; e aqueles abaixo de 60%,
fortemente. A Figura 8 mostra os resultados obtidos que foram expressos em
densidade dtica (OD)x100% por meio da Equacdo 2, obtidas por um
espectrofotometro em 550 nm.

Os resultados de viabilidade celular avaliados no E; mostraram (Figura 9a) que
os materiais (QT, HA e Ce-HA) tiveram niveis de viabilidade compativeis com um
efeito ndo citotdxico (viabilidade celular = 80%). A andlise estatistica mostrou que os
materiais ceramicos HA e Ce-HA apresentaram niveis de viabilidade celular de
89,0£1,0% e 99,0+3,2%, respectivamente, assim, uma similar ao grupo controle
negativo (100%), com significativamente de p < 0,05, foi observado.

Os pos sintetizados (HA e Ce-HA) néo interferiram na atividade metabdlica
celular e, consequentemente, na viabilidade celular e os resultados de viabilidade
celular para quitosana também foram positivos para efeitos nao citotoxicos. Em outras
palavras, os materiais foram classificados como néo citotdxicos (inibicdo menor do
gue 20% em relacdo ao grupo controle). Logo, os materiais QT, HA e Ce-HA séo néo
toxicos. Porém, os scaffolds ndo foram classificados como néo citotoxicos (Figura
9a). A viabilidade celular do SCF-Ce-HA foi de 68,0+3,9% e a viabilidade celular para
0 SCF-HA foi de 46,0+1,7%. Dessa forma, os materiais foram classificados como
sendo moderadamente citotoxico e fortemente citotdxico, respectivamente. Esses
resultados séo referentes ao tempo de incubacao de 24 h.

Agora, ao se avaliar os efeitos citotoxicos do material a longo prazo (48 e 72 h)
(Figura 9b), os resultados de viabilidade celular para o ensaio no E; mostraram-se
muito satisfatérios. Foi observado que o material SCF-Ce-HA, apés 72 h de incubacéo
celular, apresentou viabilidade celular de 101,30%+2,35% e 110,40+3,87%,
respectivamente. Dessa forma, o material SCF-Ce-HA passou a ser classificado como
sendo néo citotoxicos.

Os resultados do estudo prologado dos efeitos de citotoxicidade do material
SCF-Ce-HA mostrou que existiu uma mudanca consideravel dos efeitos classificados
como moderadamente citotoxicos para ndo citotdéxicos (um aumento da proliferacéo
celular proximo a 43%) quando se estendeu o tempo de incubacao celular para 72 h.

Acredita-se que 0 a presenca do cério no material tenha causado essa

potencializacdo. Por exemplo, estudos in vitro e in vivo apontam que existem
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respostas positivas dos organismos ao cerio, tais quais, fornecimento de propriedades
antibacterianas a biomateriais (PRIYADARSHINI et al., 2017; YINGGUANG et al.,
2007), auxilio na proliferacéo, diferenciacdo e mineralizagdo de osteoblastos e como
agente neuroprotetor (ZHOU et al., 2013; RAJESHKUMAR e NAIK, 2018; SCHMIDLIN
et al., 2012).
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Figura 9. Resultados de proliferacéo celular in vitro para (a) os materiais precursores
e suas formulacdes para o periodo de 24 h e (b) proliferacdo celular para o material
SCF-Ce-HA em trés periodos de tempo. Os resultados sSdo expressos como
porcentagem de viabilidade celular em relagéo ao grupo controle negativo (a-MEM +
FBS). Grupo controle positivo como referéncia de efeito citotdéxico (a-MEM + FBS +
DMSO). Andlise estatistica: ANOVA ONE WAY e o teste post-hoc. * p<0,05 e
**=p<0,05 quando comparado ao grupo 72 h.
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A presenca da HA na formulagao do scaffold pode ter sido outro fator relevante
ao efeito de potencializacdo da viabilidade celular, uma vez que estudos apontam que
essa bioceramica é amplamente utilizada em aplicacbes na area da regeneragao
tecidual e biomédica devido a sua excelente biocompatibilidade, por apresentar
propriedade osteocondutora e possuir similaridade com o componente inorganico do
osso natural (LIN et al., 2014; SADAT-SHOJAI et al., 2013; SUPOVA, 2015).

Pelo estudo in vitro realizado nesse trabalho, os resultados revelaram que a
incorporacdo do ion cério na estrutura da hidroxiapatita, melhorou e potencializou
consideravelmente os seus efeitos néo citotoxicos. Acredita-se também que a
presenca do ceério possa potencializar os graus de biocompatibilidade do material
obtido nesse estudo. Essa afirmativa € dada uma vez que 0s materiais precursores
(QT, HA e Ce-HA) apresentam efeitos nao citotoxicos e, ao se comparar a viabilidade
entre a HA e a Ce-HA, o material que contém ceério apresentou um efeito de viabilidade
celular de 10% superior a hidroxiapatita pura. Essa potencializacéo foi confirmada no
tempo final do Ej.

Outro fator que pode ter proporcionado esse aumento da viabilidade celular é
a presenca da QT na formulacdo do material. O resultado de viabilidade celular para
a QT, mostrado na Figura 8a, corrobora e comprova que a QT possui propriedades
de citocompatibilidade consideravel e que se soma aos efeitos da Ce-HA quando
esses materiais estdo formulando o compdsito QT/Ce-HA. Portanto, o material SCF-

Ce-HA foi classificado como sendo néo citotdxico apos 72 h de incubacéo celular.

4. CONCLUSAO

O estudo da incorporacdo do ion cério, na estrutura da HA, mostrou-se
favordvel a juncdo a potencializacdo das provaveis propriedades de
biocompatibilidade. O FTIR e a TG/DTG confirmaram a existéncia de interacao
guimicas entre a HA e a QT nas formulacdes dos scaffolds formados, assim
proporcionando propriedades mecéanicas ideais, uma vez que o0 modulo de Young
encontrado foi de 6,07-6,14 MPa e a forca maxima de tenséo foi de 5,64-5,66 Mpa,
com deformacgéo (€) maxima variando entre 91,79-93,22%. Os scaffolds apresentaram
morfologia porosa. Os poros encontram-se interconectados, de tamanho médio de
244,81 + 152,52 uym e area de porosidade de 33,34 * 8,36%. Os resultados do MTT

revelaram que a incorporacdo do cério na estrutura da HA, melhorou
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consideravelmente o grau de proliferacdo celular dos materiais sintetizados. O
compostio SCF-Ce-HA foi classificado, apés 72 h de tempo de incubacao celular,
como sendo nédo citotoxico e pode ser considerado um material ideal para aplicacdes
na area da engenharia tecidual éssea.
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CONSIDERACOES FINAIS

E sabido que a hidroxiapatita € amplamente utilizada em aplicacdes na area da
regeneracao tecidual e biomédica na forma de revestimentos sobre implantes ou
préteses e em materiais para producdo de enxertos 6sseo. Logo, o presente trabalho
se prop6s a desenvolver biocompdsitos que futuramente possam vir a ser utilizados
como biomateriais ou componentes formuladores desses. Espera-se que as
propriedades investigadas nesse estudo, proporcionem aos organismos implantados
ou em suas futuras formulacdes contendo esses biomateriais, caracteristicas que
propiciem uma alta taxa de aceitacdo e recuperacdo poés-cirargica, uma rapida
cicatrizacao das les@es teciduais e baixas taxas de rejeicao e infeccao, devido a uma
provavel biocompatibilidade elevada, assim como, a potencializagdo do crescimento
celular e mecanismos de acéo de combate contra bactérias, uma vez que essas duas
ultimas propriedades foram constatada ao longo desse estudo. Além do mais, 0s
meétodos de sinteses se mostraram de facil execucéo, de baixo custo e com uma alta
eficiéncia, o que se levou as buscas na literatura, tais quais, artigos cientificos,
depositos de patentes, sinteses dos materiais, caracterizacoes e testes de algumas
propriedades bioldgicas in vitro, proporcionaram ao autor e aos demais colaboradores
o desenvolvimento de uma patente de inovacéo tecnoldgica. Logo, a composicao de
hidroxiapatita dopada com metais com propriedades antibacterianas para aplicacdes
como materiais de preenchimento dsseo e suas formulacdes como biocompadsitos
podem ser classificados como potenciais materiais a serem aplicados na area da

engenharia tecidual éssea.
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PESPECTIVAS FUTURAS

v

Avaliacéo in vivo dos biomateriais se mostra ser uma alternativa promissora para
constatar os resultados obtidos pelos ensaios in vitro.

Poderdo ser feitas novas sinteses contendo combinacdes de dopantes na
estrutura da hidroxiapatita.

A associacdo desses biomateriais para formulacdes de biohidrogéis baseado em
hidroxiapatita, polissacarideos e o &cido hialurénico pode ser uma alternativa
voltada para utilizagdes em tratamento de doencas articulares como a artrite e as
osteoartrite.

A producéo de novos biomateriais na forma de scaffold a partir dos biocompaositos
com moléculas biologicamente ativas como a proteina morfogenética 6ssea (BMP
- Bone Morphogenetic Proteins) parece ser algo promissor para aplicacdes na area
da engenharia tecidual 6ssea.
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