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“Biomateriais: O desenvolvimento de um novo

mundo ”

(Bruna Felix)



RESUMO
Os materiais hibridos estdo sendo amplamente utilizados pelas suas propriedades singulares que
tém proporcionado avangos na ciéncia. O hibrido formado da combinacao de celulose bacteriana
(CB) e hidroxiapatita (CaHA) tem demonstrado ser um material promissor, principalmente para
reparagao dssea. A inser¢ao de estroncio (Sr) em matrizes de CB e CB/CaHA foi escolhido, nesse
trabalho, devido a este metal possuir propriedades semelhantes ao calcio, tendo uma acao similar
no corpo humano relacionado aos mecanismos de remodelacdo 0ssea. Neste contexto, o presente
trabalho propde obter materiais hibridos a base de celulose bacteriana e/ou hidroxiapatita,
dopados com ions estroncio, usando trés diferentes rotas de sintese. A primeira rota consiste na
formacao de um material hibrido CB/CaHA, onde a hidroxiapatita ¢ formada por fosfatos de
calcio (CaHA), seguido por adsor¢do em batelada de ions Sr, o que forma o hibrido
(CB/CaHA/Sr). Na segunda rota de sintese o hibrido ¢ composto de CB e apatita de estroncio
(CB/SrAp), através de ciclos de imersdao da CB em solucdo de fosfato de sodio dibasico e solugao
de cloreto de estroncio. A terceira rota de sintese consiste na inser¢ao de estroncio no meio de
cultivo bacteriano, o que possibilita a formagdo de um hibrido CB/Sr por co-condensagdo. Os
trés biomateriais produzidos foram avaliados e comparados quanto a quantidade adsorvida de
Sr** e quanto ao processo de elui¢do. A quantidade adsorvida de Sr nos biomateriais nas melhores
condi¢des seguiu a seguinte ordem: CB/SrAp > CB/CaHA/Sr > CB/Sr, os quais retiveram
237,31; 29,91; 26,25 mg de Sr por g de material, respectivamente. O CB/CaHA/Sr teve a
liberagdo mais rapida de Sr, com cerca de 80,08% de Sr dessorvido apos 26h. Obteve-se a
isoterma de adsor¢do desse material e os dados experimentais de equilibrio foram descritos pelo
modelo de Langmuir. Avaliou-se ainda alguns parametros sobre a capacidade de adsorgao:
temperatura e pH. Os outros dois materiais CB/Sr e CB/SrAp, liberaram estroncio apds 26 horas,
nas quantidades de 50,64% e 15,76%, respectivamente. Na producdo de CB/Sr observou-se que
comparativamente a uma amostra controle de CB (sem a adi¢ao de estroncio), ao meio de cultura,
ha uma perda de rendimento em termos de massa, sugerindo que o Sr causa queda na produgao
da CB, o que foi corroborado pela queda no consumo de agtcar pelo microrganismo. Os materiais
foram caracterizados utilizando as técnicas FTIR, MEV, BET, TGA, determinacdo de porosidade
e grau de intumescimento, a fim compreender a morfologia e interagdo biopolimero/metal. A
partir desses resultados pode-se inferir que os biomateriais produzidos sdo capazes de adsorver
o estroncio, mostrando um perfil diferenciado de adsorcdo/dessor¢do para cada material,

envolvendo tanto mecanismos de fissor¢ao quanto quimissorc¢ao.

Palavras-chave: Celulose bacteriana. Hidroxiapatita. Estroncio. Materiais hibridos.



ABSTRACT

Hybrid materials are widely used due to it’s their unique properties that have provided advance
in science. The hybrid produced with the combination of bacterial cellulose (BC) and
hydroxyapatite (CaHA) has been shown to be a promising material, especially for bone repair.
The insertion of strontium (Sr) in CB/CaHA matrices was chosen due to its similar properties
to calcium, with a similar action in the human body related to the bone formation mechanisms.
In this context, this study aims to obtain hybrid materials containing bacterial cellulose and/or
hydroxyapatite doped with strontium ions, using three different synthesis routes. The first route
is the formation of a hybrid material CB/HA, where hydroxyapatite is formed by calcium
phosphate (CaHA), followed by batch adsorption of Sr ions, generating the hybrid
(CB/CaHA/Sr). In the second route synthesis the hybrid is formed using apatite strontium
(SrAp), by CB immersion cycles on dibasic sodium phosphate solution and strontium chloride
solution, forming the hybrid (CB/SrAp). The synthesis third route consists of strontium
insertion into the culture medium, which leads the formation of a hybrid CB/Sr by co-
condensation. The three biomaterials produced were evaluated and compared, related to the
amount of metal adsorbed and to the elution process. The higher amount of Sr adsorbed in the
biomaterials for each route was in the following order: CB/SrAp > CB/CaHA/Sr > CB/Sr,
237,31; 29,91; 26,25 mg of Sr per g material, respectively. The CB/CaHA/Sr presented the
lowest adsorbed amount and earler Sr release, with around 80% of Sr desorbed after 26h. The
equilibrium adsorption data were described using the Langmuir model. Some parameters were
investigated (temperature and pH) in the adsorption process. The Sr release by the other two
materials (CB/Sr and CB/SrAp) were around 50% and 16% of the total Sr amount after 26 h,
respectively. During production of CB/Sr it was observed that when compared to a BC control
sample (produced without the addition of strontium) in the culture medium, there was a yield
loss in terms of cellulose mass, suggesting that Sr causes a decrease in production of CB, it is
corroborated by the decrease in sugar consumption by the bacteria. The materials were
characterized through FTIR, SEM, BET, TGA, determination of porosity and swelling degree
in order to elucidate the morphology and the interaction metal/biopolimer. From these results
we can concluded that biomaterials produced are able to adsorb/desorb Sr ions, showing a
different profile for each material, involving either chemisorption and physisorption

mechanisms.

Keywords: Bacterial Cellulose. Hydroxyapatite. Strontium. Hybrid materials.
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1 INTRODUCAO

O tecido 6sseo humano € inervado que possui uma matriz formada pela associagao
de uma fase mineral e outra organica (REZNIKOV et al., 2014). A matriz organica é formada
de coladgeno, predominantemente, proteoglicanas e glicoproteinas adesivas e a inorganica ¢
constituida por ions de fosfato, calcio e em baixas quantidades de magnésio, potassio, sodio. A
jungdo entre fosfato e célcio da a formacao de cristais de hidroxiapatita que se associam as
fibras de colagenos (JUNQUEIRA, CARNEIRO, 2004).

Na fase adulta os ossos passam por uma constante renovacao do tecido, o tecido
velho ¢ removido e forma-se um novo tecido no local, em um processo conhecido como
remodelagdo. A remodelagdo 0ssea ¢ constituida pelos mecanismos de formagao e reabsor¢ao
Ossea. Esses mecanismos sdo responsaveis pela qualidade na densidade mineral dssea. Se
houver uma despropor¢do no organismo, por exemplo havendo mais reabsor¢do do que
formacao, o individuo pode desenvolver osteoporose. Nesses casos hd uma perda excessiva de
minerais presentes no 0sso, podendo se agravar com a diminui¢ao dos hormonios sexuais, como
no caso das mulheres na pds-menopausa (RY AN, 2004).

Os biomateriais vém servindo como base de varios estudos na tentativa de encontrar
combinagdes que levem a um biomaterial com caracteristicas compativeis € que mais se
assemelhem aos tecidos humanos e que também proporcionem uma baixa resposta inflamatéria
ao individuo (OREFICE, PEREIRA, MANSUR, 2006). O intuito da maioria desses estudos é
deixa-los o mais parecido possivel com o tecido humano e ainda serem capazes de interagir
com células (SAKIYAMA-ELBERT, HUBBELL, 2001).

A producdo de biomateriais com duas fases distintas (organica e inorganica) que da
origem aos materiais hibridos estdo atualmente sendo bastante explorados, pois constituem
alternativas de materiais multifuncionais que apresentam propriedades complementares.
Combinam as vantagens dos polimeros organicos, que sdo de facil processamento, baixa
densidade e alta flexibilidade com a dos materiais inorganicos que apresentam alta resisténcia
mecanica, boa resisténcia quimica e estabilidade térmica (KARATAS et al., 2009)

Os materiais hibridos obtidos da interagdo de celulose bacteriana com
hidroxiapatita tem mostrado serem materiais promissores para a utilizacdo em engenharia de
tecidos, pois a celulose bacteriana (CB) ¢ um biopolimero de excelentes propriedades
mecanicas, comparado a celulose vegetal, de alta cristalinidade e de elevada capacidade de
retencdo de agua (RAJWADE et al., 2015; AHN, SUNG-JUN, et al., 2015). Sua combinagao

com a hidroxiapatita (HA) promovera varios beneficios para o tecido dsseo, uma vez que a HA
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¢ uma ceramica bastante explorada em pesquisas para reparagcdo dssea por ser um constituinte
natural dos ossos e dos dentes, apresentando elevada biocompatibilidade, estabilidade em pH
fisiologico e estimula interagdes o0sseas (PIGOSSI et al., 2015).

Esses compositos produzidos a partir de CB e HA sdo materiais com potencial para
aplicacdo na engenharia de tecidos 6sseos, dado que a interagdo desses dois tipos de materiais
favorece a reparagdo 0ssea por apresentar caracteristicas como elevadas propriedades mecanica,
biocompatibilidade e biodegrabilidade ajustavel (DUARTE et al, 2015).

Com o intuito de potencializar os beneficios que a interagdo CB e HA apresenta
para os mecanismos de remodelagcdo dssea ¢ sugerido a introdugdo de estroncio (Sr) a esse
material hibrido. Esse metal tem despertado interesse em razdo de apresentar uma relacdo direta
com a qualidade dos ossos. Estudos pré-clinicos demonstram os mecanismos de ac¢do do
estroncio sobre a modelagdo Ossea e comprovam sua atuagdo como inibidor da reabsorcao
Ossea, reduzindo a atividade dos osteoclastos (CAUDRILLIER et at., 2010). Também atuam
como indutor na formagdo Ossea, estimulando a atividade dos osteoblastos (MARIE et al.,
2011). Sua dupla agao vem despertando grande interesse devido a sua semelhanga quimica com
o calcio e o que levou ao surgimento do ranelato de estroncio que ¢ um farmaco bastante
utilizado no tratamento da osteoporose (QUERIDO et al., 2016).

Portanto, neste trabalho foram produzidos biomateriais funcionalizados com
estroncio em matrizes de celulose bacteriana/hidroxiapatita para avaliar a adsor¢ao e dessor¢ao

desse metal, de modo a potencializar a interagdo CB e HA, no beneficio do tecido dsseo.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Biomateriais

Segundo Helmus e Tweden (1995) o termo biomaterial ¢ definido como qualquer
substancia ou combinagdo de substincias, sintética ou natural em origem, que possa ser
utilizada por um tempo determinado, completa ou parcialmente como parte de um sistema que
trate, aumente ou substitua qualquer tecido, 6rgao ou funcao do corpo.

Os biomateriais sdo classificados de acordo com sua composicdo quimica e/ou
quanto a resposta do tecido hospedeiro, neste caso podem ser: bioinertes, bioativos,
biotolerados e reabsorviveis. Os bionertes sdo materiais menos suscetiveis € ndo causam
resposta inflamatodria ao individuo, devido sua estabilidade quimica; os bioativos sdo capazes
de interagir com as cé¢lulas do corpo, participando de reacdes bioldgicas especificas, devido a
presenca de ions; os biotolerados sdo parcialmente aceitos pelo tecido receptor e geralmente
apresentam tecido fibroso; os reabsorviveis sao materiais degradaveis que sdo gradualmente
substituidos pelos tecidos. Quanto a composi¢do quimica, existem as classes dos ceramicos,
poliméricos, metélicos, compdsitos e semicondutores (SHACKELFORD, 2008).

Os biomateriais devem apresentar alguns requisitos essenciais para ter um bom
desempenho em aplicagdes biomédicas, tais como: permitir sua vascularizagdo e ser
biocompativel (SERVICE, 2000).

Na engenharia de tecidos, ¢ necessario atentar para fatores criticos na recuperagao
de 6rgdos ou tecidos. O principal fator que deve ser observado € o suporte, ou seja, o biomaterial
que esta sendo utilizado, analisando sua contribui¢ao no crescimento de células e elementos
que podem influenciar a atividade celular (VOLKMER; SANTOS, 2007).

Outro fator para o uso intenso dos biomateriais € a possibilidade de serem utilizados
como sistemas para entrega de farmacos (HOLZAPFEL et al., 2013). Porém, o principal
impasse relatado nas pesquisas ¢ a possibilidade de formagdo de trombos, uma resposta
inflamatéria do organismo, das quais, muitas vezes desencadeada pelas associacdes de
biomateriais (GORBET, SEFTON, 2004).

O desenvolvimento dos biomateriais para liberagdo de farmacos esta sendo bastante
explorado, principalmente, na area odontologica. Isso tem provocado um aumento dos adeptos
de implantes, devido as descobertas recentes, de materiais capazes de realizar restauragdes nos

tecidos 6sseos (BUGARIN, GARRAFA, 2007).
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2.2 Tecido 6sseo

Segundo Garg (2004), o tecido 6sseo ¢ um tecido conjuntivo especializado em
constante processo de reabsor¢ao e neoformacdo. Suas principais fungdes no organismo sao as
de suporte estrutural e reservatério de calcio. Em torno de 99% dos minerais que o corpo
humano contém sdao encontrados no tecido dsseo.

O tecido 6sseo ¢ formado durante o crescimento e ¢ mantido durante a vida adulta
pela renovagdo continua da matriz, processo conhecido como remodelagdo 6ssea, conforme
ilustrado na Figura 1. Essa remodelacao ¢ assegurada por dois tipos de células — osteoclastos:
células responsaveis pela destrui¢do e reabsor¢ao Ossea; osteoblastos: células responséaveis pela

formacdo Ossea; ostedcito: € o osteoblasto maduro responsavel pela manutengdo Ossea

(ANDIA, CERRI, SPOLIDORIO, 2006).

Figura 1 — Processo de remodelag@o ossea.
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Fonte: HILL e ORTH (1998).

O tecido dsseo possui um elevado potencial de recuperagdo e reparacao do tecido
danificado. Por ser bastante vascularizado e inervado, ele proporciona a renovagao das células
intensificando a reparag@o e aumentando a neoformacédo 6ssea (GEIGER et al., 2003). Porém,
quando o trauma no tecido ¢ de grande porte, esse potencial pode ser afetado e desencadear
deformagdes Osseas irreversiveis. Essa limitacdo que o tecido Osseo apresenta ¢ uma das

maiores causas que estimulam as pesquisas na drea médica e odontologica.
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Estudos estdo sendo desenvolvidos para investigar materiais que sejam eficientes
em reparar e substituir o tecido danificado, iniciando um processo natural de regeneragdo. A
natureza biologica do osso consiste numa mistura de nanocompositos organicos € inorganicos,
sendo 70% inorganico, principalmente, de hidroxiapatita e 30% organico, predominantemente,
de colageno tipo I. Sua conformagao apresenta nanocristais de hidroxiapatita em forma de placa

alinhados as nanofibras do colageno (ZANG et al., 2010).
2.3 Materiais Hibridos

O conceito de material hibrido ¢ definido pela combinagao de duas fases distintas
sendo constituida de materiais organicos e inorganicos dando origem a um novo material com
propriedades melhoradas em relacdo aos materiais de origem, pois ha uma complementagdo das
propriedades dos materiais iniciais (SAEGUSA, 1995). Os componentes formadores dos
hibridos interagem sinergicamente aproveitando suas propriedades da melhor forma possivel
(SANCHEZ et al., 2005).

A ciéncia tem buscado produzir materiais que possam ser aplicados,
principalmente, nas areas biomédicas e isso tem desencadeado pesquisas no desenvolvimento
de materiais hibridos, devido sua diversidade de combinacdes. Porém, a escolha dos materiais
de origem deve estar atrelada a possivel aplicagdo, pois ainda ha limitacdes nos usos desses
hibridos. A unido de dois materiais caracteriza na juncao das propriedades favoraveis, contudo,
resta ainda eliminar as propriedades indesejaveis (GOMEZ-ROMERO, 2001). As vantagens ¢

desvantagens de alguns materiais sdo destacados na Figura 2.

Figura 2 — Vantagens e desvantagens dos materiais classicos utilizados para

obtenc¢ao de hibridos.
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Fonte: SILVERIO (2009).
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O principal objetivo no estudo dos materiais hibridos estd na busca de novas
metodologias de sintese e nas diversas combinagdes de materiais, determinando suas possiveis

aplicacdes (GUIZARD, BARBOIU, HOVNANIAN, 2001).
2.4 Interacido Celulose Bacteriana (CB) e Hidroxiapatita (HA).

A celulose bacteriana ¢ sintetizada através de um processo fermentativo por
bactérias do género Gluconacetobacter a produtora mais eficiente. Bactérias desse género sdo
Gram-negativas, ndo patogénicas, estritamente aerobias e convertem glicose, glicerol e outros
substratos em celulose. Podem ser encontradas em bebidas alcoolicas, vinagre e em frutas
(STEINBUCHEL, DOI, 2005). E um polimero linear de glicose (FIGURA 3) que possui
nanoestrutura fibrilar Ginica que gera suas propriedades superiores a da celulose vegetal, sendo

caracteristicas promissoras para aplicagdes biomédicas (CZAJA et al., 2007).

Figura 3 — Estrutura quimica da celulose bacteriana.
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Fonte: SHI et al. (2012).

A CB ¢ produzida a partir de meios de cultivos que apresentam fontes de carbono.
A bactéria do género Gluconacetobacter convertem a glicose em celulose, sendo assim, seu
metabolito. A glicose utilizada pela bactéria produtora da CB ¢ utilizada como fonte de energia
como molécula precursora do biopolimero. Sendo mais pura e altamente cristalina que a
celulose vegetal, ela ndo associada a lignina, hemicelulose e como geralmente ocorre com a
celulose vegetal. Estruturalmente apresenta fibrilas muito finas, sendo considerado um material
altamente poroso e que possibilita a transferéncias de farmacos, além disso, atua como barreira
fisica, e ha muitos anos vem sendo utilizada como curativos na cicatrizagao de feridas (CZAJA
etal.,2006; ROSS, MAYE, BENZIMAN, 1991; TAKAHASHI et al.2003; UHLIN, ATALLA,
THOMPSON, 1995).
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A celulose bacteriana vem sendo utilizada em diversas aplicacdes como: pele
artificial, vasos sanguineos artificiais, corneas artificiais, proteses cardiacas, uretra artificial,
osso artificial, cartilagem artificial entre outros (HALIB, et al., 2009).

A importancia bioldgica da hidroxiapatita estd relacionada a agdo de facilitar a
multiplicacdo dos fibroblastos, osteoblastos e outras células dsseas. Sua compatibilidade com
os tecidos oOsseos ¢ devido a sua semelhanca quimica superficial com o proprio osso e
capacidade de permutar os ions com o meio fisioldgico tendendo ao equilibrio implante-osso
(NEJATI; MIRZADEH; ZANDI, 2008). Sua semelhanca com o tecido 6sseo faz com que os
fosfatos de calcio sejam bastante explorados. A matriz mineral 6ssea possui cristais a base de
hidroxiapatita Caio(PO4)s(OH)2 (SATO, WEBSTER, 2004). Também podendo apresentar
formula quimica Cas(PO4);(OH) (FIGURA 4). A composicao quimica da hidroxiapatita biologica
varia ao longo da vida (KOKUBO et al., 2003), podendo ser formada por outros ions, como o
carbonato ou até mesmo ocorrer o agrupamento de outros elementos como estroncio, silicio,

magnésio, fllior, entre outros.

Figura 4 — Estrutura quimica da hidroxiapatita - Cas(PO4);(OH).

OH-
catt O 0 Ny //o ++o\ //o
/P\ Ca™ /P\ A /P\
O- O~ O- O~ O- O
Gt Ca™™
HA

Fonte: IANNAZZO et al., (2015).

Os hibridos obtidos da unido de celulose bacteriana com hidroxiapatita tem
mostrado ser um material promissor para a utilizagdo em engenharia de tecidos, pois a celulose
bacteriana (CB) ¢ um biopolimero de excelentes propriedades mecanicas, comparado a celulose
vegetal, de alta cristalinidade e de elevada capacidade de retengdo de agua, ela também ¢ obtida
livre de lignina e de hemicelulose, por isso, ¢ considerado um material de alta pureza. Essas
propriedades abrem um amplo espectro para sua aplicagdo, em especial no campo dos
biomateriais (RAJWADE et al., 2015; AHN, SUNG-JUN, et al., 2015). Sua combinagdo com
a hidroxiapatita (HA) tem proporcionado varios beneficios para o tecido 6sseo, uma vez que a
HA ¢ um constituinte natural dos ossos e dos dentes, apresentando elevada biocompatibilidade,

estabilidade em pH fisiologico e estimula interagdes 6sseas (PIGOSSI et al., 2015).
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A interagdo desses dois tipos de materiais (CB e HA) resulta em um compdsito
hibrido com elevadas propriedades mecanica, biocompatibilidade e biodegrabilidade ajustavel
(DUARTE et al., 2015).

Grande et al., (2009) produziram membranas porosas contendo nanoparticulas de
hidroxiapatita e carboximetilcelulose (CMC), com o intuito de proporcionar estabilizacdo do
nanocompdsito, com poros maiores ¢ maior cristalinidade. Cerca de 0,25% de CMC foi
incorporado nos nanocompositos produzidos. Pelo DRX foi visto que a cristalinidade ficou
menor do que a hidroxiapatita pura, indicando uma estabilidade quimica, sendo favoravel para
aplicagdes biomédicas. Essas modificagdes proporcionaram numa viabilidade celular e
biocompatibilidade do material na utilizagdo com células do rim humano.

Zimmermann et al., (2011), trabalharam com membranas de CB ¢ hidroxiapatita
mostrando que o aumento do tamanho dos cristais de hidroxiapatita foram favorecidos pela
densidade das fibras de CB, deixando-as mais porosas, essa porosidade, por sua vez, ¢ bem
vista para engenharia de tecidos que beneficia a migracdo e multiplicagcdo celular tornando a
regeneragao de tecidos dsseos possiveis, e que os “scaffolds” produzidos propiciam a interagao
com células osteoprogenitoras sobre a superficie do material.

Duarte et al., (2015), elaboraram biocompdsitos a base de celulose bacteriana (CB),
produzida em residuos agroindustriais (suco de caju, liquido de sisal) sem a necessidade de
suplementagdo combinado com a hidroxiapatita (HA), onde a hidroxiapatita sintetizada ¢ uma
apatita deficiente de célcio, porém, semelhante a bioldgica. Realizaram testes em fluido
corporeo simulado confirmando que o material produzido apresenta bioatividade, sendo um
material promissor para o uso na regeneracao do tecido 6sseo.

Recouvreux (2008), preparou membranas porosas de celulose bacteriana e
adicionados no meio de cultivo acemana, um polissacarideo provindo da planta Aloe
barbadensis com hidroxiapatita para formacdo de um composto de multicamadas. Apds a
formacao de poros as propriedades fisico-quimicas da CB foram alteradas. A adi¢do de acemana
nas fibras de celulose favoreceu a deposicao de hidroxiapatita na superficie, tornando o material

aplicavel em regeneragdes Osseas.
2.5 Estroncio (Sr)

O estroncio ¢ um metal pertencente a familia dos alcalinos terrosos e pela sua
semelhanca com o célcio, ha relatos que esse metal pode atuar estimulando a formacao 6ssea,
reduzindo a reabsor¢do 6ssea (REGINSTER, 2002). Sua combinagdo com biomateriais pode

resultar num aumento da bioatividade e biocompatibilidade para o tratamento da osteoporose
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(BLAKE; FOGELMAN, 2006). Na natureza ele ndo ¢ encontrado livre, apresentando-se como
cations divalentes e hidrofilico, com baixa ligacdo protéica e baixo volume de distribuicao
(LIMITED, 2011).

Ranelato de estroncio ¢ um farmaco sintético com denominagdo quimica 5-
(bis[carboximetilJamino)-2-carboxi-4-ciano-3-tiofenacético (FIGURA 5), indicado para no
tratamento de mulheres acometidas por osteoporose pos-menopausa. Esse medicamento
apresenta dois atomos estaveis de estroncio (Sr?*) ligados ionicamente ao 4cido ranélico em seu
composto e que ativa vias de sinalizacao das células Osseas para producao de efeitos positivos
sobre a qualidade, resisténcia da massa 6ssea e reduzindo o risco de fraturas. O estroncio ¢ a

parte inorganica farmacologicamente ativa da molécula (DEEKS, DHILLON, 2010).

Figura 5 — Estrutura quimica do Ranelato de estroncio.

Fonte: DEEKS e DHILLON (2010).

O uso do ranelato de estroncio no tratamento de osteoporose estd legalizado em
paises da Europa (YANG, 2011). Ja no Brasil ele ¢ comercializado como Protos em sachés
contendo um p6 granulado de colocagdo amarela, desde de 26 de dezembro 2005. Porém, foram
detectados efeitos adversos no tratamento sistémico, principalmente naqueles individuos com
risco para troboembolismo venoso (RIZZOLI, REGINSTER, 2011).

A entrega local, quando viavel, pode ser uma alternativa para administracao oral
que, em alguns casos, libera doses adequadas do agente, projetando uma liberagdo localizada
no tecido alvo, reduzindo sua toxicidade, impedindo causar danos a tecidos saudaveis
(ALBERTSSON; VARMA, 2003).

O mecanismo de ag¢do do estroncio estd relacionado a regulagdo da

osteoclastogénese e a diferenciacao dos osteoclastos (FIGURA 6).
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Figura 6 - Interacdo do RANKL-RANK/ Complexo biomolecular OPG (Adaptado)
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Fonte: KOHLI; KOHLI, (2011).

As principais proteinas desta via sdo o Receptor Ativador do Fator Nuclear KB
(RANK), seu ligante (RANKL) e o competidor natural do RANKL, denominado
Osteoprotegerina (OPG). A via denominada RANK/RANKL/OPG ¢ responsavel por
desempenhar um papel fundamental na sinalizagdo da osteoclastogénese e na remodelagao
Ossea (TAKAHASHI et al., 2003).

A reabsor¢cdo Ossea ocorre pela interacdo de proteinas ligantes, presente na
membrana citoplasmatica de osteoblastos com receptores na membrana dos pré-osteoclastos.
RANK ¢ responsavel pela diferenciacdo e ativacao osteoclastos (os pré-osteoclastos expressam
o receptor RANK). Os osteoblastos expressam o ligante RANKL em sua membrana. RANKL
se liga ao RANK ativando a sinaliza¢do intracelular que resulta na diferenciacdo dos
osteoclastos. No entanto, os osteoblastos também liberam a proteina OPG. Quando o OPG se
liga no RANKL ele vai inibir a osteoclastogénese (FIGURA 6). Dentre os mecanismos de agao
do Sr** ¢é estimular a producio de OPG (TAKAHASHI et al., 2003). A a¢do do ranelato de
estroncio sobre osteoclastos também esta relacionado a via dos receptores sensiveis ao calcio
extracelular (CaRS).

Os receptores sensiveis ao calcio estdo presentes nos osteoclastos, osteoblastos e
osteocitos pois sao responsaveis pela manutencao do célcio extracelular. Nos osteoblastos, os
fons Sr** ativam a via os receptores CaRS que induzem a expressio das proteinas quinases que
atuam na replicagdo e proliferacdo de osteoblastos e induz a apoptose dos osteoclastos, assim

reduzindo a atividade dos osteoclastos e inibindo a reabsor¢do dssea (MARIE et al., 2011). E
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por fim com ativa¢do da via Cn/ NFATc/Wnt (Cn: Calcineurina, NFATc: Fator Nuclear de
Células T ativadas, Wnt: regulador Wnt) completa-se a osteoblastogénese (FROMIGUE et al.,
2010). Os principais mecanismos da acao dos receptores sensiveis ao célcio estdo descritos na

Figura 7.

Figura 7 - Esquema da agdo do estroncio na osteoblastogénese
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Fonte: BOSE et al., (2013).

Estudos recentes tém sugerido que o ranelato de estroncio tem atacado mais
rapidamente e mais eficiente na formagdo do osso cortical e trabecular indicando maior
eficiéncia na prevengdo de fraturas do que um outro farmaco bastante utilizado chamado
alendronato que se enquadra na classe dos bisfosfonatos (RIZZOLI et al., 2009).

De acordo com os dados da literatura, ¢ demonstrado uma ac¢ao dessa classe de
farmacos bisfosfonatos na estimulagdo da osseointegragdo através da inibi¢do da reabsorcao
6ssea. No entanto, outros estudos apontaram seus possiveis efeitos adversos. Sua excelente acao
anti-reabsortiva tem inibido também o processo fisiologico de renovagdo e remodelagdo 6ssea
dificultando ou até mesmo impedindo o reparo 6sseo apods traumas (SCULLY; MADRID;
BAGAN, 20006).

A vantagem do ranelato de estroncio sobre os farmacos exclusivamente
antirreabsortivos, como o caso do Alendronato, estd na inducdo Ossea ¢ estimulacdo da

atividade osteoblastica porque atua tanto na melhoria da densidade mineral 6ssea como na
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qualidade da micro-arquitetura 6ssea e da quantidade de tecido neoformado (GIROTRA;
RUBIN; BILEZIKIAN, 2006).

Na administracao oral, o ranelato de estroncio se dissocia em acido ranélico e ions
estroncio (Sr**) e por possuir elevada afinidade com o tecido 6sseo ele é incorporado a
superficie da hidroxiapatita 6ssea por adsor¢ao ou substituicdo ionica do calcio presente no
tecido 6sseo. (MARIE et al., 2001). Sendo assim, ¢ interessante avaliar os biomateriais quanto

a forma de adsor¢ao e dessor¢ao do metal estroncio.
2.6 Fundamentos de adsorcao e dessorcao

Adsor¢do ¢ um fendmeno de superficie que envolve ou ndo reagcdes quimicas. Esse
fendmeno esta relacionado a transferéncia de massa, a qual um fluido podendo ser gas, vapor
ou liquido tende a se concentrar na superficie de um material. Esse fendmeno tem tempo finito
de contato como s6lido (RUTHVEN, 1984). A remocdo de metais pode ocorrer de trés
maneiras: por adsor¢do fisica no qual a retencdo das particulas acontece na superficie do
adsorvente, por interagdes fracas; adsor¢do quimica quando ¢ formado ligacdes fortes entre o
adsorvente e o adsorbato; e por troca idnica onde o adsorvente permuta os ions existentes por
ions do fluido (TENORIO; ESPINOSA, 2001).

Nascimento et al. (2014), explicam a adsor¢do como um mecanismo realizado por
etapas. A primeira etapa ¢ a difusdo através do filme liquido, que esta associada com aumento
da concentragdo o adsorbato e pela agitagdo, pois esses dois fatores aumentam a difusdao do
adsorbato para a superficie do material. A segunda etapa ocorre uma difusdo intra-poro que esta
relacionada com o tamanho da particula e da distribuicao do tamanho dos poros, pois nesse caso
a difusdo depende do tamanho relativo da molécula do adsorbato em relagdo ao tamanho do
poro. A ultima etapa ¢ a ocorréncia da adsor¢ao dentro do poro.

A isoterma de adsor¢do ¢ uma ferramenta de medicao da quantidade de adsorbato
adsorvido pelo adsorvente. Isso se da pelo contato de uma série de solu¢des com concentragdes
iniciais, distintas e conhecidas, em um determinado volume com uma massa de adsorvente a
temperatura constante até o equilibrio (VEGLIO; ESPOSITO; REVERBERI, 2003).

Em termos matematicos, deve-se realizar um balango de massa para determinar a

quantidade de adsorbato removido da solucao, conforme a Equacao 1:

q= (Co—=Ce) VL
Mads (Equacgao 1)
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Onde q ¢ a capacidade de adsorcdo (mg do soluto/g do adsorvente); Co ¢ a
concentracdo inicial (mg/L); Ce ¢ a concentragdo do adsorbato no equilibrio (mg/L); VL € o

volume da solucdo (L); mads massa do adsorvente (g).

No processo de adsor¢do, o adsorbato em solu¢ao diminui com o decorrer do tempo
até chegar a uma fase estaciondria sem que haja mais a remog¢ao dele na solucdo, atingindo o
que chamamos de tempo de equilibrio que ¢ quando a quantidade que est4 sendo adsorvida esté
em equilibrio dindmico com a quantidade que esta dessorvendo (MONTEIRO, 2009).

O equilibrio de adsor¢do ¢ um dado imprescindivel para compreensdao dos
processos, pois contribui para determinagdo da quantidade adsorvida na superficie do
adsorvente. A partir da isoterma de adsor¢ao pode-se obter mais informagdes, como estipular a
capacidade maxima de adsor¢ao (DO, 1998).

Vérios parametros podem influenciar no processo de adsor¢do, tais como: pH,
temperatura e o tipo de material adsorvente. A forma da isoterma vai fornecer dados que
contribuem para a escolha do melhor modelo matematico a ser aplicado (aquele que melhor
descreve os dados experimentais). Os modelos mais utilizados, segundo os dados da literatura,
s30 o de Langmuir e de Freundlich (PEREIRA, SILVA, 2009). Modelos matematicos sio
utilizados para descrever as isotermas de equilibrio de adsor¢do. Varios modelos existentes sao
utilizados, porém, um dos mais aplicados ¢ o modelo de Langmuir.

O modelo de Langmuir (EQUACAO 2), baseia-se na dindmica das moléculas
adsorvidas que vao sendo distribuidas uniformemente para a formacdo de uma monocamada
que recobre toda a superficie. A adsor¢do ¢ um fendmeno que ocorre nos sitios ativos presente
na superficie do material, quando ha o preenchimento de todos esses sitios pode-se sugerir que
corresponde a quantidade maxima de adsorcao (ATKINS, DE PAULA 2006; CASTELLAN,
1986).

J =  max K Ce
1 +Kp Ce |(Equagdo 2)

Onde q ¢ a quantidade do soluto adsorvido (mg/g); qmax € a capacidade maxima de
adsor¢ao (mg/g); KL ¢ a constante de interacdo adsorvato/adsorvente (L/mg); Ce ¢ a

concentragdo do adsorbato no equilibrio (mg/L).

Os principais mecanismos que envolvem o fendmeno de adsor¢ao-dessor¢do: 1) a

quimissor¢do que ¢ altamente especifica e constréi ligagdes quimicas com os sitios ativos da
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superficie do adsorvente, que geralmente sdo seguidas de um alto calor de adsorc¢do, acima de
20Kcal/mol. Esse tipo de adsor¢do ¢ comumente irreversivel, podendo ser percebida no
processo de dessorcao onde a substancia adsorvida sofre mudancgas na sua estrutura; no caso 2)
a fissor¢do onde ocorre uma adsor¢ao rapida e reversivel através de liga¢des intermoleculares
fracas entre o adsorvente e o adsorbato (CAVALCANTE JR, 1998).

Dessor¢ao ¢ um fendmeno que pode ser descrito como a liberagao do adsorbato da
interface do adsorvente. Ocorrendo quando a estado de equilibrio dindmico ¢ alterado. Podendo
serem desprendidos facilmente, caso o adsorbato tenha se ligado por for¢as de atragdo, como
forcas de Vander Walls, ou com maior dificuldade quando ha ligagdes quimicas forte

envolvidas. A porcentagem dessorvida pode ser calculada de acordo com a Equacao 3.

D(%) = qdes x 100
Jads (Equacao 3.)

Onde D ¢ a porcentagem dessorvida (%); qdes € a quantidade do soluto dessorvida

(mg/g); qads € a quantidade de soluto adsorvida (mg/g).
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3 OBJETIVO GERAL

Produzir biomateriais funcionalizados com estroncio em matrizes de celulose
bacteriana e/ou hidroxiapatita para avaliar a incorporagdo e liberacdo de Sr, de modo a

potencializar a interagdo CB e HA, visando aplicagdes na regeneragdo ossea.

3.1 Objetivos Especificos

e Obter biomateriais a partir de celulose bacteriana combinados ou ndo com
hidroxiapatita;

e Funcionalizar biomateriais com estroncio através de 3 diferentes rotas;

e (aracterizar as matrizes CB ¢ CB/CaHA através de MEV, BET, FTIR, determinagao de
porosidade e grau de intumescimento;

e Avaliar a influéncia dos parametros, temperatura, massa e pH, na adsorcao de Sr para o
hibrido CB/CaHA/Sr (rota 1);

e Quantificar a incorporagdo de estroncio no hibrido CB/SrAp (rota 2);

e Avaliar a influéncia do estroncio na producao do hibrido CB/Sr (rota 3);

e Avaliar a capacidade de liberag@o do estroncio pelos biomateriais produzidos, por meio

de ensaios de dessorcao.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Microrganismo

A producdo de celulose bacteriana (CB) foi realizada no Laboratério de
Microbiologia de Alimentos, da EMBRAPA Agroindustria Tropical. Foram utilizadas cepas
Gluconacetobacter hansenii ATCC 23769 adquiridas da Colegdo de Culturas da Fundagao
André Tosello (Campinas, Brasil). O cultivo dessa bactéria foi feito em meio liquido HS
(HESTRIN; SCHRAMM, 1954) com pH 5,8 e incubados a 30°C durante seis dias. Na etapa de
estocagem da cepa foram retiradas aliquotas de 0,1 mL da cepa cultivada em caldo HS e
estriadas em placas contendo agar HS e incubadas a 30°C/48h. A partir da cultura da placa foi
removida uma suspensdo espessa de células adicionado em caldo HS e misturado a glicerol
80% em tubos de eppendorf e armazenados a -20°C e -80°C. O indculo foi preparado a partir

da cultura em dgar HS inclinado estocada sob refrigeragao (4-5°C).
4.2 Fluxograma da producio dos biomateriais

Os biomateriais foram produzidos por trés rotas de sintese, a primeira rota consiste
na formagdo de CB e hidroxiapatita formada, predominantemente, por fosfatos de calcio
(CB/CaHA) com a inser¢ao de ions Sr por um sistema em batelada, ocasionando a adsor¢ao do
metal a superficie do material (CB/CaHA/Sr). Na segunda rota de sintese o hibrido ¢ composto
de CB e apatita de estroncio, formada por fosfatos de estroncio (CB/SrAp), através de ciclos de
imersao da CB em solucao de fosfato de sddio dibasico e solucdo de cloreto de estroncio. A
terceira rota de sintese consiste na adicao de estroncio ao meio de cultivo bacteriano, havendo
a inclusdo do metal em sua estrutura por co-condensagao (CB/Sr). As etapas de obtengao dos

biomateriais podem ser observadas na Figura 8.
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Figura 8§ - Fluxograma da metodologia de obtengao dos biomateriais
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Fonte: Elaborada pela autora.

4.3 Producio do biomaterial celulose bacteriana e hidroxiapatita de calcio com

estroncio (CB/CaHA/Sr).

A CB foi sintetizada por um processo fermentativo em 20 mL de caldo HS
adicionado de 5% de in6culo (v/v) de G. hansenii. A fermentagao foi conduzida 30°C/6 dias.
Ap0s esse periodo, o meio de cultivo foi removido e a pelicula de CB foi esterilizadaa 121°C/30
min. Em seguida, a pelicula foi purificada, segundo metodologia descrita por Pineda, Mesa e
Habert (2010). A pelicula purificada foi armazenada em 4gua pura (sistema Mili-Q) sob
refrigeracdo. O material hibrido foi obtido utilizando-se o método proposto por Hutches et al.,
(2006). Inicialmente, as peliculas foram imersas numa solugdo de cloreto de calcio 100 mM
(CaClp), durante 24h, sob agitacdo. Em seguida as peliculas foram imersas numa solucdo de
fosfato de sodio dibasico 60 mM (Na;HPO4) por mais 24h, sob agitacdo. Apds a mineralizagao
da pelicula, promovida pelos tratamentos anteriores, foram feitas algumas lavagens com agua
destilada para retirar o precipitado residual, completando o ciclo. Foram realizados 3 ciclos de
imersao, os quais corresponderam a formacao e incorporacao da hidroxiapatita (HA) na pelicula
de celulose, com a finalidade dar condig¢des para ocorrer tanto adsor¢ao fisica na superficie do
adsorvente, quanto troca de ions (Ca por Sr). Para finalizar a producao do material hibrido as

peliculas formadas foram dopadas com estroncio a partir da sua imersao em solugdes de nitrato
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de estroncio na concentragdo de 100 mg/L promovendo a adsor¢cdo do metal no hibrido por

batelada. Essa concentragdo de estroncio foi definida devido a adequagdo da curva de detecgao.
4.4 Producao do biomaterial celulose bacteriana e apatita de estroncio (CB/SrAp).

O biomaterial foi produzido a partir de celulose bacteriana e as peliculas de CB
formadas foram imersas em solugdes que proporcionaram a formagao de apatita de estroncio.
Para a formagdo de apatita de estroncio foram necessarios o uso de solucdes de SrCly e
NaxHPOs. Foram realizados 5 ciclos de imersdo, visto que nao havia necessidade de continuar
as imersdes, por causa da baixa incorporagdo do estroncio. Essa etapa corresponde a

precipitagdo quimica e formagao de fosfatos de estroncio sobre a CB.
4.5 Producao do biomaterial celulose bacteriana e estroncio (CB/Sr).

Para preparacdo desse biomaterial foi incluido SrCl> no meio de cultivo da bactéria
G. hansenii, produtora de celulose bacteriana com a finalidade de induzir no momento da
formagdo de celulose o aprisionamento do estroncio em sua estrutura, ou seja, o estroncio foi
incorporado a matriz de CB por co-condensacdo. O meio de cultivo HS foi previamente
esterilizado a 121°C por 15 min. Depois de resfriado foi adicionado estroncio ao meio de
cultivo. Foram feitos tubos em duplicata contendo 20 mL de meio, cultivando 5% de indculo e
levados a incubadora por 6 dias a 30°C. A leitura foi feita durante os dias de formagao da CB
(3°, 4°, 5° e 6° dia). As peliculas foram pesadas e comparadas com o controle (sem adic¢ao de
estroncio). As analises realizadas para cada biomaterial sintetizado sdo apresentadas na Figura

9.

Figura 9 - Ensaios realizados para os biomateriais CB/CaHA/Sr; CB/SrAp e CB/Sr.
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4.6 Caracterizacdes das matrizes CB e CB/CaHA e dos biomateriais produzidos

As matrizes CB e CB/CaHA e os biomateriais sintetizados (FIGURA 8) foram
caracterizadas a fim de compreender a morfologia e a interagdo CB/CaHA, com o intuito de
avaliar seus beneficios como matrizes e compara-las entre si. Outro ponto importante ¢ a
verificacao se a interagdo de CB/CaHA ¢ melhor para incorporagdo de Sr do que somente a CB.

As caracterizagdes realizadas sdo apresentadas na Figura 10.

Figura 10 - Caracterizagdes realizadas com as matrizes CB e
CB/CaHA e biomateriais produzidos.
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Fonte: Elaborada pela autora.

4.6.1 Grau de intumescimento

O grau de intumescimento foi realizado pelo método descrito por Liu et al., (2005).
As matrizes de CB e CB/CaHA e os biomateriais produzidos foram imersos em agua destilada
pH 7.1 e solucao de estroncio 100 mg/L em pH 6.0, com o objetivo de observar o
comportamento de intumescimento nessas duas solucdes. Apds cada imersao dos materiais foi
retirado o excesso de agua com papel de filtro e pesado nos intervalos de 0, 1, 2, 7, 12, 22, 32,
52 e 72 minutos, a 25°C. O grau de intumescimento foi expresso como a porcentagem de ganho

de massa, comparada com a massa inicial, de acordo com a Equacao 4.

DS = Ws - Wd (100%)
wd

(Equacao 4).

Sendo DS o grau de intumescimento, Ws a massa da amostra ap6s imersdo e Wd a

massa da amostra seca anterior a imersao. Todas as medidas foram realizadas em triplicata.
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4.6.2 Determinacéo da porosidade

Para determinar as medidas de porosidade dos materiais hibridos, as amostras foram
pesadas previamente umidas e apos liofilizagdo, com o intuito de calcular o volume total de
poros, a partir do célculo de volume de dgua contido no material. Para determinacdo dessas
medidas utilizou-se o método descrito por Zeng e Ruckenstein (1996). A porosidade foi

calculada através da Equagdo 5 e 6.

€ (%)={(mi-m2)/pagua} 100/v | (Equacgdo 5).

Onde ¢ ¢ a porosidade da membrana, m1 € mz sdo pesos das massas imidas e secas,

pagua € @ massa especifica da dgua a 20°C.

v=nxD?h | (Equacdo 6).
4

Onde v ¢ volume da membrana, D é o diametro ¢ h ¢ a altura.
4.6.3 Isotermas de Adsorcdo de N2 — BET

Através de isotermas de adsor¢ao-dessor¢do de N> foi possivel determinar algumas
caracteristicas texturais das amostras analisadas. A verificacao da area superficial e do didmetro
de poros das amostras foi obtida a partir de experimentos de adsor¢do/dessor¢ao de nitrogénio
a temperatura de 77K (-196°C), utilizando a técnica de BET, Brunauer, Emmett e Teller (1983).
As andlises foram realizadas no laboratério de Pesquisa em Adsor¢do e Captura de CO> da

Universidade Federal do Ceara em um analisador de adsorc¢ao gasosa.
4.6.4 Microscopia Eletrénica de Varredura — MEV

As informacdes sobre a morfologia das amostras foram obtidas a partir da anélise
de microscopia eletronica de varredura. Para a realizagao das analises as amostras foram
previamente liofilizadas e. em seguida, imersas em nitrogénio liquido, maceradas, fraturadas e
cobertas com uma fina camada de ouro, para a obtencdo das micrografias. Foram obtidas
micrografias das matrizes CB, CB/CaHA e os biomateriais produzidos, essas analises foram
realizadas na Embrapa Agroindustria Tropical utilizando microscopio eletronico de varredura

Zeiss DSM modelo 940, com tensdo 15kV.
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4.6.5 Espectroscopia de Absorcdo na Regido do Infravermelho - FTIR

As andlises de espectroscopia vibracional na regido do infravermelho, foram
realizadas com o intuito de confirmar a interac¢do entre a celulose bacteriana e a hidroxiapatita.
Essas andlises foram realizadas no departamento de Quimica Organica e Inorganica da
Universidade Federal do Ceara, utilizando um espectrofotometro FTLA (2000-102, ABB-
BOMEM), na regido de 4000 a 400 cm™'. Os materiais analisados foram dispersos na forma de

pastilhas de KBr para a realizacao da analise.
4.7 Analise termogravimétrica - TGA

Andlise termogravimétrica foi feita através de um analisador térmico simultaneo
(modelo STA 449 F3 — JUPITER/ NETZSCH), sob as seguintes condi¢cdes: numa faixa de 40-
600°C, numa razao de aquecimento 10°C/min e numa vazao do gés de purga com 100 mL/min,
utilizando uma massa aproximada de 3 mg de amostra. As andlises foram realizadas no Centro

de Tecnologias de Estratégias do Nordeste (CETENE).
4.8 Método analitico de quantificaciio de estroncio

Solugdes de Sr foram analisadas por Espectrometria de Absor¢ao Atdmica (AAS), em
um comprimento de onda de 460 nm, que corresponde ao estroncio. Lampadas de catodo 6co de Sr,
acetileno como gas combustivel e ar como gas suporte foram utilizados para a determinagdo de
estroncio por AAS. Os valores fornecidos pelo espectrofotometro estdo em absorbancia (Abs), por
isso, foi plotado uma curva-padrao (1, 3, 5, 7, 10 e 20 ppm) obtida a partir da solucao padrao de Sr
(SpecSol) de referéncia (mg/L x Abs) para a identificagdo das concentra¢des nas amostras. Na
amostra analisada foi necessario adicionar o supressor KCI em uma concentragdao de 2000 mg/L de
potassio e o removedor de interferentes, lantanio 1%, para aumentar a sensibilidade do equipamento,
devido a utilizagao do gas ar-acetileno.

As medidas de concentragdes de Sr analisadas foram realizadas no Laboratério Nucleo
de Aguas (LANAGUA) da Universidade Federal do Ceara, utilizando o espectrofotometro de
absorcao atomica (AA240FS FAST Sequential Atomic Absoption Spectrometer).

4.9 Analises realizadas com o hibrido CB/CaHA/Sr

Os estudos de adsor¢ao de estroncio no hibrido CB/CaHA foram realizados com o

intuito de identificar as melhores condigdes para obtencdo de um material com maior
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concentracao de estroncio adsorvido. O procedimento de adsorcdo do estroncio resultou na

formacao do hibrido identificado como CB/CaHA/Sr.
4.9.1 Cinética de Adsorcao

O estudo cinético foi realizado para encontrar o tempo de equilibrio, utilizando
solugdes de Sr*" na concentracdo de 100 mg/L. Foram colocadas peliculas de CB/CaHA (peso
seco de 0,035 g) imersas nessas solugdes de Sr em tubos de vidro e agitadas por um agitador de
tubos rotativo a 150 rpm.

A cinética de adsorg¢ao foi realizada em batelada com uma solucao fixa de 100 mg/L
de Sr com uma quantidade fixa de adsorvente sob condi¢des controladas temperatura (25°C) e
pH (6,0). Em intervalos de 0,25; 0,5; 1; 2; ¢ 3 horas foram medidas as concentragdes residuais
de estroncio em solugdo por Espectrometria de Absor¢cdo Atomica (AAS), como descrito no

item 4.6.
4.9.2 Efeito do pH

No estudo da influéncia do pH na adsor¢do de estroncio no hibrido CB/CaHA, os
experimentos foram realizados em batelada utilizando uma massa de 0,035g do hibrido a
temperatura ambiente, por um periodo de 2 horas. Foram utilizadas solu¢cdes de Sr** na
concentracao de 100 mg/L em diferentes valores de pH variando numa faixa de 2,0 — 6,0. As

solucdes foram ajustadas utilizando NaOH 0,1M e HCI 0,1 M.
4.9.3 Efeito da Temperatura

Para o estudo da influéncia da temperatura na adsor¢do de estroncio no hibrido
CB/CaHA, foram preparadas solug¢des de Sr?"na concentragio de 100 mg/L, pH 6,0, utilizando
uma massa fixa de aproximadamente 0,035 g do hibrido, por um periodo de 2 horas. Os ensaios

foram realizados para as temperaturas de 20°C, 25°C, 30°C e 40°C.
4.9.4 lIsoterma de adsorgao

A relagdo entre a quantidade de um soluto adsorvido por unidade de peso de um
adsorvente, como fun¢do da concentragdo de soluto remanescente no equilibrio, a uma dada
temperatura ¢ conhecida como isoterma de adsorc¢éo, que pode ser utilizada para descrever os

mecanismos de adsor¢do através da correlacao de dados experimentais com equagdes modelos.
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As isotermas de adsorcdo deste trabalho foram obtidas através de ensaio em
batelada, com a retirada das amostras do sistema e analisadas no espectrofotdmetro de absor¢ao
atdmica, utilizando 0,035 g de massa seca do material em 25 mL de solugdes de Sr** numa faixa
de concentracao de 10-350 mg/L, pH 6,0, utilizando banho termostatizado a 25°C e a 40°C, sob
agitacao constante, durante um periodo de 2 horas. Ao final dos ensaios, aliquotas das solugdes

foram analisadas por AAS com o intuito de quantificar o estroncio remanescente na solugao.
4.10 Analises realizadas com o hibrido CB/SrAp
4.10.1 Quantificagdo de estroncio a partir dos ciclos de imerséo

Adsor¢do de Sr foi verificada através do acompanhamento do procedimento de
sintese do hibrido (CB/SrAp) a partir dos ciclos de imersao da CB para produgao de apatita de
estroncio. Foram realizados cinco ciclos de imersdo, com a utilizacdo de 100 mg/L e 1000 mg/L
de Sr, com intervalos de lavagens e retirada da mineralizagdo residual. Aliquotas das solugdes
de imersdo foram analisadas por espectrometria de absor¢ao atdmica (AAS) para medir a
quantidade de Sr residual da solu¢do e consequentemente, determinar a quantidade de Sr

adsorvido no material.
4.11 Analises realizadas com o hibrido CB/Sr
4.11.1 Efeito do estréncio na producéo de CB

A influéncia da adicdo de Sr ao meio de cultivo sobre a sintese de CB por G.
hansenii, durante o processo de fermentagdo, foi avaliada em meio com e sem adi¢do de Sr (0,
100, 500 e 1000 mg/L). As peliculas obtidas foram pesadas e comparadas com relagao as suas

massas correspondentes.
4.11.2 Teor de agucar redutor

Foram retiradas aliquotas do meio de cultivo HS antes da incubacao sem e com
adi¢do de Sr (HS inicial e HS/Sr inicial) e depois, com seis dias de incubacdo da bactéria G.
hansenii, (HS final e HS/Sr final) filtradas por membrana para avaliar o consumo de agucar
pelo microrganismo. As amostras foram diluidas 50 vezes (1:50) retirando 1 mL em baldo
volumétrico de 50 mL e em seguida completado com 4gua destilada até o menisco. O consumo

de agucar foi calculado de acordo com a Equacao 7.

Acucar consumido (%) = (AS/Si) x 100, (Equacao 7)
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Onde, AS = Si — Sf. Si ¢ a quantidade de agucar inicial e Sf que ¢ a quantidade de

agucar final.

A partir das amostras diluidas foram retirados 1 mL de cada uma delas e transferido
para tubos de ensaio e foi adicionado 1 mL do reagente DNS, realizando agitagdes e colocando-
as em banho maria a 100°C durante 5 minutos. Em seguida, os tubos foram resfriados em banho
de gelo e adicionamos mais 8§ mL de dgua destilada aos tubos sob agitacdo. A leitura foi feita
em espectrofotometro num comprimento de onda de 540 nm. O branco consistiu em substituir

o volume de amostra por dgua destilada (1 mL).
4.11.3 Quantificacdo de estroncio incorporado na estrutura de celulose bacteriana

No 6° dia de incubag¢ao da G. hansenii, foram retiradas aliquotas do meio de cultivo

para analise do Sr residual pelo AAS, para determinag@o de Sr incorporado na CB.
4.12 Estudo de dessorcao

Para avaliar a quantidade de estroncio que pode ser dessorvido de todos os materiais
sintetizados, foram realizados ensaios utilizando 10 mL de tampao fosfato salino (PBS) de pH
7,4 a 37°C sob agitagdo. Esse procedimento foi repetido 8 vezes, nos seguintes intervalos (0,5;
1;2;3;4;5;24 ¢ 26 horas). A cada ensaio foram coletadas aliquotas de 3mL da solu¢ao residual
e analisadas por espectrometria de absor¢ao atdomica (AAS) para quantificagao da quantidade

de estroncio dessorvido.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Obtenc¢iao da CB

A sintese de CB por G. hansenii em meio HS foi observada no terceiro dia de
fermentagdo, porém com fina espessura e baixa resisténcia mecanica. Apos seis dias de
incubacao a 30°C o polimero apresentou caracteristicas adequadas para producao e materiais
hibridos (FIGURA 11). Os polimeros obtidos foram purificados, autoclavados e armazenados

sob refrigeragao (4-5°C).

Figura 11 — Sintese de CB, em meio de cultivo HS, apos 6 dias de fermentagao.

Fonte: Elaborada pela autora.

5.2 Producao dos materiais hibridos.

Os hibridos sdo materiais formados por duas fases: inorganica e organica. Essa
combinagdo de constituintes visa complementar propriedades de diferentes materiais e ao final
produzir um material diferenciado e com melhores propriedades. Dessa forma, o principal
objetivo de se produzir um hibrido ¢ aproveitar as vantagens de cada material, como por
exemplo: os polimeros organicos sdo de baixa densidade, apresentam flexibilidade e sao faceis
de processar. J4 os materiais inorganicos contribuem com alta resisténcia mecanica, quimica e
estabilidade térmica (KARATAS et al., 2009).

A matriz de celulose bacteriana produzida a partir de CB purificada e incorporada

com hidroxiapatita sdo apresentadas nas Figuras 12 e 13.
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Figura 12 - Diferentes fases de producdo do material hibrido celulose bacteriana (CB) e
hidroxiapatita (CaHA).

CB nio purificada CB purificada CB/CaHA

Fonte: Elaborada pela autora.

O hibrido obtido pela associagdo da celulose bacteriana com a hidroxiapatita
possibilitou obtengdo de um material semelhante ao osso humano, apresentando uma fase
organica e inorganica (FIGURA 12), pois a utilizagao da celulose bacteriana ¢ adequada devido
a sua biocompatibilidade, relativa flexibilidade, alta pureza, o que proporciona propriedades
interessantes para utilizacdo como um biomaterial. J4 a hidroxiapatita apresenta propriedades
de biocompatibilidade e osseointegragdo, além de ser um constituinte natural do osso.

O hibrido CB/CaHA apresentou a caracteristica de relativa rigidez, porém,
quebradico depois de liofilizado (FIGURA 13). Essa caracteristica da indicios que o material
sintetizado apresenta propriedades diferentes da celulose bacteriana de origem, ja que a mesma
apresenta uma elevada flexibilidade.

Figura 13- Matriz CB/CaHA liofilizada e apos fratura.

Fonte: Elaborada pela autora.
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A obtengdo de biomateriais com estroncio visou a potencializa¢do do seu uso como
um biomaterial, pois dados da literatura reporta sua ag¢do farmacoldgica para individuos
acometidos por osteoporose (MARIE et al., 2011).

No estudo foram obtidos trés tipos de materiais hibridos com estroncio em sua
estrutura, visando a aplicagcdo para osseointegragdo. As fotografias desses materiais hibridos
produzidos, podem ser observadas na Figura 14.

Este trabalho descreve pela primeira vez a producdo de biomateriais a base de
celulose bacteriana e hidroxiapatita dopados com estroncio, favorecendo nas pesquisas em

biomateriais visando aplica¢des futuras em osseointegracao.

Figura 14 - Biomateriais produzidos dopados com estroncio.

Hibrido CB/CaHA/Sr Hibrido CB/StAp Hibrido CB/Sr

Fonte: Elaborada pela autora.

5.3 Caracterizacoes morfologicas das matrizes CB e CB/CaHA e dos biomateriais

produzidos (CB/CaHA/Sr, CB/SrAp e CB/Sr).
5.3.1 Grau de intumescimento

O grau de intumescimento ¢ um teste que determina o aumento do volume do
material imerso em algum solvente (MEIL; LEITE; FELISBERTI, 1995). Os principais
mecanismos que influenciam no intumescimento ¢ a difusdo do solvente penetrante e a
estabilidade polimérica (DE ANGELIS; SEGRE; CRESCENZI, 2001). Esse processo de
consideravel importancia, permite conhecer a interacdo do material com os solventes.

No estudo, foram utilizados dois solventes: agua e solucao de estroncio. A solucao
de estroncio foi utilizada com as matrizes CB e CB/CaHA para verificar a interacao entre o
polimero e esse solvente para posterior obtengao dos biomateriais incorporados com Sr.

O grau de intumescimento em solucdo de Sr foi distinto para as duas matrizes, sendo

maior para a matriz CB/CaHA que obteve 1693% e para CB foi de 1152% (FIGURA 15).
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Observou-se que a CB pura s6 consegue intumescer 1152%, ja com a inser¢ao da hidroxiapatita
na CB, formando o hibrido CB/CaHA, hd um aumento de 541%. Esse elevado grau de
intumescimento para CB/CaHA pode ser explicado pela inclusdo de um componente
hidrofilico, demostrando os beneficios da formacdo do hibrido CB/CaHA abrindo novas

possibilidades para aplicagdes.

Figura 15 — Grau de intumescimento (%) das matrizes CB e CB/CaHA em
solucdo de estroncio (100 mg/L) e pH 6,0.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Outro fator relevante constatado foi a boa intera¢ao das duas matrizes com a solugao
de estroncio, a qual foi imprescindivel para obtencao dos biomateriais, pois proporcionou maior
interacdo do estroncio com a superficie do material.

Saibuatong e Phisalaphong (2010) também observaram o beneficio de combinac¢ao
de materiais quando adicionaram Aloe vera no meio de cultivo da bactéria produtora de
celulose. Os autores observaram aumentos significativos, principalmente, relacionados a
capacidade de absor¢do de dgua e permeabilidade ao vapor de dgua.

As matrizes CB e CB/CaHA, apresentaram maior grau de intumescimento quando
imersas na solu¢do de Sr do que na imersdo na agua (FIGURA 15 e 16), indicando que o pH
pode ter influenciado esse perfil. Os solventes utilizados com pH distintos, a solu¢do de Sr
apresentava pH de 6,0 e agua destilada pH em torno de 7,1. O hibrido intumesceu mais em meio

acido do que em neutro, propiciando uma maior afinidade com o polimero.
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Figura 16 — Grau de intumescimento das matrizes CB e CB/CaHA em agua
destilada a pH 7,1.

1800

—®— M atriz CB/CaHA
1600 4 —%— M atriz CB

L et

1400 ——

1200 S -

1000 L

Grau de intumescimento (%)
[=r] [}
[=] =
[=] (=]
1

Tempo (min)

Fonte: Elaborada pela autora.

Rubira et al. (2009), avaliaram a morfologia de hidrogéis-IPN Termo-sensiveis e
pH-responsivos para aplicacdo como biomaterial em cultura de células e constataram que em
meio 4cido os ions Ca?" presentes no hidrogel constituido de alginato-Ca foram substituidos por
H" formando grupos —COOH causando uma mobilidade dos segmentos poliméricos e
facilitando a interagdo com o solvente. Os autores observaram ainda que em meio neutro, as
concentragdes de H" e OH™ eram analogas e interagiram entre si, evitando a interagdo com a

matriz polimérica, causando a reducao no intumescimento.

Figura 17 — Grau de intumescimento dos biomateriais produzidos (CB/CaHA/Sr, CB/SrAp,
CB/Sr) em 4gua a pH 7,1.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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A absor¢do dos biomateriais produzidos ocorreu rapidamente, indicando que a
estrutura deles facilitou a penetragdo da dgua permitindo uma interagdo com a matriz
polimérica, atingindo o equilibrio com 32 minutos. O biomaterial CB/SrAp teve o melhor
desempenho dentre os materiais produzidos. Por ordem de intumescimento CB/Sr <
CB/CaHA/Sr < CB/SrAp, com valores de 690%; 1497% e 1575%, respectivamente (FIGURA
17). O CB/Sr nao apresentou bom desempenho na absor¢ao de agua devido prejuizos estruturais
desencadeados pela inser¢ao do estroncio.

De acordo com os resultados obtidos, todas as amostras demonstram ser
hidrofilicas devido a matriz polimérica constituinte de celulose bacteriana, mas, diferiram
quanto ao nivel de afinidade. Sugere-se que essa possivel influéncia esteja relacionada com a

afinidade da 4gua com os grupamentos do polimero e da hidroxiapatita.
5.3.2 Determinacao da porosidade

A quantificagdo percentual de porosidade das amostras, facilita a interpretagdo dos

resultados, pois os poros sdo responsaveis pelo favorecimento dos fendmenos de adsor¢ao.

A porosidade do material hibrido CB/CaHA foi 30% superior ao da matriz CB
(TABELA 1) demonstrando que a hidroxiapatita também ¢ um material poroso. A interacao da
CB com a hidroxiapatita contribuiu para a melhoria nas caracteristicas desse compdsito
(CB/CaHA) tanto na estabilidade quimica bem como para uma maior disponibilidade de poros.
Concordando com analise de BET, que mostra atingir uma maior adsor¢do com o material

hibrido.

Tabela 1 - Porosidade média das matrizes CB e CB/CaHA.

Amostras Massa Umida Massa seca € £ média
(9 (9 % (%)
Matriz CB 0,385 0,021 49,50 53,04+3,53
0,447 0,031 56,57
Matriz CB/CaHA 0,850 0,045 82,12 83,39+1,27
0,871 0,041 84,66

Fonte: Elaborada pela autora.
Obs: As analises foram realizadas com duas repeti¢des, onde a espessura do hibrido e da celulose bacteriana
corresponde a 2,0 £ 0,3 mm e 1,5 + 0,1mm, respectivamente.

A porosidade da matriz CB/CaHA foi de 83% (TABELA 1), demonstrando ser um
material com elevada porosidade, o que favorece a adsor¢dao. A capacidade de adsor¢do estad
relacionada com as propriedades texturais do material, principalmente, a determinacao da sua

porosidade que facilita a interacdo entre o adsorbato e adsorvente.
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Verificou-se que o biomaterial CB/SrAp apresentou 83% de porosidade em sua
estrutura, sendo o mais poroso entre os biomateriais obtidos, seguido de CB/CaHA/Sr com 72%
e CB/Sr com 22% (TABELA 2). Sugere-se que a elevada porosidade do biomaterial CB/SrAp,
pode ser atribuida aos vérios ciclos de imersdo que foi submetido para formagdo de

hidroxiapatita de estroncio. O CB/Sr mostrou-se o biomaterial menos poroso.

Tabela 2 — Valores médios da porosidade dos materiais hibridos incorporados com Sr.

Amostras Massa Umida Massa seca € £ média
(9) 9 % (%)

CB/CaHA/Sr 0,787 0,039 72,67 72,08+0,58
0,776 0,040 71,50

CB/SrAp 0,999 0,046 84,53 83,82+0,71
0,981 0,044 83,11

CB/Sr 0,141 0,017 22,99 22,71+0,27
0,140 0,019 22,44

Fonte: Elaborada pela autora.
Obs: As andlises foram realizadas com duas repeti¢des, onde a espessura do CB/CaHA/Sr; CB/SrAp e da CB/Sr
corresponde a 2,1 £0,2 mm; 2,4+ 0,6 mm e 1,1 £ 0,3mm, respectivamente.

5.3.3 Isotermas de Adsor¢ao de N2 — BET

A determinacdo e a avaliacao das propriedades texturais de um material como: area
superficial, volume e diametro de poros sdo extremamente importantes para o processo de
adsor¢ao, considerando que essas propriedades determinarem a acessibilidade do adsorbato aos
sitios de adsor¢ao contidos no material adsorvente (GOMES, 2010).

As areas superficiais dos materiais foram determinadas através do método de BET

e os resultados obtidos estdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3- Propriedades texturais das matrizes CB e CB/CaHA obtidas através das isotermas
de adsorcao de nitrogénio

Amostra Volume especifico  Diametro Meédio de Area superficial
de poros poros especifica
(cm®/g) CA) (m?/g)
Matriz CB 0,102 183 22
Matriz CB/CaHA 0,354 240 59

Fonte: Elaborada pela autora.

As medidas de area superficial, volume especifico de poros e didmetro médio de
poros da matriz de CB foram inferiores as medidas obtidas para o hibrido CB/CaHA (TABELA
3). Esse resultado indica que a interagio CB/CaHA proporcionou um aumento de 36,71 m*/g

(164,76%) da area superficial.
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A hidroxiapatita ¢ um s6lido inorganico que apresenta uma area superficial em
torno de 17,18 + 3,88 m*/g (LACERDA, 2005), sendo menor que 4rea superficial da CB,
evidenciando o beneficio da interacio CB e HA, com o aumento total da porosidade o que
resulta em uma maior area superficial especifica.

As isotermas de adsor¢ao de nitrogénio para as amostras de celulose e do hibrido
CB/CaHA, sao apresentadas na Figura 18. Observa-se um perfil de isotermas do tipo IV que ¢
caracteristica de materiais mesoporosos segundo a classificagdo da IUPAC, onde a curva de
adsor¢ao apresenta histerese que esta relacionada a nao sobreposi¢ao das curvas de adsorgao e
dessor¢do. Segundo Gregg e Sing (1982), este comportamento esta associado ao fendmeno de
condensagdo capilar que justifica o aumento da adsor¢do em so6lidos mesoporosos quando

comparados a solidos nao-porosos.

Figura 18 - Isoterma de adsor¢do de nitrogénio das matrizes CB
(a) e CB/CaHA (b) a 77K.
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Fonte: Elaborada pela autora.

5.3.4 Microscopia Eletrénica de Varredura — MEV

A microscopia eletronica de varredura ¢ uma técnica que contribui para se conhecer
a morfologia do material. Na produ¢do de novos materiais, sdo necessarias informagdes sobre
as microestruturas do material produzido. Alta resolugdo dessa técnica proporciona uma

visualizacdo detalhada do material analisado, que sdo uteis para a interpretacao das morfologias.
5.3.4.1 MEV das matrizes CB e CB/CaHA

As eletromicrografias do MEV facilitam a visualizagdo da morfologia da matriz de
CB. Na Figura 19 (b), observou a porosidade da CB, na qual visualizou-se poros
interconectados e a irregularidade do tamanho dos poros, ja a uniformidade das fibras de
celulose pode ser melhor observada na Figura 19 (a). As fibras contidas na CB formam camadas
que constituem uma rede com poros irregulares. A espessura do corte transversal da

eletromicrografia da CB variou em fung¢do do tipo da amostra e maceragao.
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Figura 19 - Eletromicrografias da matriz celulose bacteriana (CB) (a) superficie e (b) corte

transversal.

(a) Superficie

(b) Corte transversal

Fonte: Elaborada pela autora.

A CB estruturalmente apresenta fibrilas muito finas, sendo considerado um material

altamente poroso e que possibilita a transferéncias de farmacos, além disso, serve como barreira

fisica. Sendo utilizada na cicatrizacdo de tecidos (CZAJA et al., 2006).

Figura 20 - Eletromicrografias da matriz celulose bacteriana (CB) com hidroxiapatita (CaHA)

(a) superficie e (b) corte transversal.

(a) Superficie

(b) Corte transversal

Fonte: Elaborada pela autora.
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Na Figura 20, foi possivel identificar a morfologia das fibras de celulose contendo
hidroxiapatita, que mostrou a mudanga no perfil de porosidade quando comparado com a matriz
de CB (FIGURA 19 b). Para obtencdo desse resultado seria necessario a utilizagdo de um
equipamento mais apropriado, como 0 microscopio de transmissdo para conseguir captar a
porosidade da hidroxiapatita depositada. A deposi¢ao da hidroxiapatita em formas globulares
na superficie do material pode ser visualizada na Figura 20 (b). Nas eletromicrografias
visualizou-se a imagem tipica da hidroxiapatita, a qual é formada por cristais de fosfatos de
calcio de fase tnica.

Os cristais de hidroxiapatita com formas globulares tipicas foram observados
também por Saska et al., (2009) que desenvolveram nanocompositos de hidroxiapatita e
celulose bacteriana para regeneragao dssea.

A importancia da hidroxiapatita na formagdo do tecido dsseo esta relacionada a
acdo de facilitar a multiplicagdo dos fibroblastos, osteoblastos e outras células Osseas. Sua
compatibilidade com os tecidos 6sseos ¢ devido a sua semelhanga quimica superficial e sua

capacidade de permutar os ions com meio fisioldgico tendendo ao equilibrio implante-osso

(NEJATI; MIRZADEH; ZANDI, 2008).
5.3.4.2 MEV dos trés biomateriais produzidos dopados com Sr.

Figura 21 - Eletromicrografias do biomaterial CB/CaHA/Sr (a) superficie (b) corte transversal.
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Fonte: Elaborada pela autora.
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Na Figura 21 (a) foi visualizado e encontrado, comparativamente, a depositos de
hidroxiapatita mostrando sua similaridade com a matriz CB/CaHA sem significativas mudancas
estruturais pela inser¢@o de estroncio. A hidroxiapatita encontrada ¢ semelhante as encontradas
na literatura (MOREJON-ALONSO; CARRODEGUAS; GARCIA-MENOCAL, 2008).

Na Figura 21 (b) foi a uniformidade do tratamento de precipitagdo quimica
realizado para formagdo da hidroxiapatita. Pelas micrografias foi constatada a deposicao da
hidroxiapatita sobre as fibras de CB e seu preenchimento na superficie do material e entre as

fibras e microfibrilas.

Flgura 22 Eletromlcrograﬁas do biomaterial CB/ SrAp (a) superﬁc1e (b) corte transversal

(a) Superficie (b) Corte transversal ‘

Fonte: Elaborada pela autora.

A presenga de apatita visualizada na superficie da CB (FIGURA 22 a), mostrou que
a apatita formada, predominantemente, por fosfatos de estroncio apresentou caracteristicas
morfoldgicas similares as da hidroxiapatita formada por fosfatos de célcio, sendo também
formas globulares. A incorporacdo de apatita de estroncio ndo afetou a forma estrutural da CB
(FIGURA 22 b) demonstrado que sua formag¢ao predominou na superficie da CB.

Melnikov e Gongalves, (2015) que sintetizaram e caracterizaram hidroxiapatita de
estroncio, Srio(PO4)s(OH)2- 10H20, para aplicagdes ortopédicas descreveram suas micrografias
de hidroxiapatita de estroncio como apresentando uma superficie rugosa com granulos

irregulares e com o aumento da temperatura esses granulos aumentam de tamanho.
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Figura 23 - Eletromlcrograﬁas do blomaterlal CB/ Sr (a) superﬁc1e (b) corte transversal.

(a) Superficie (b) Corte transversal

Fonte: Elaborada pela autora.

Na Figura 23 (a) sugere-se pela microscopia que o Sr esteja entre as fibras,
resultando sendo mostrada por manchas escuras sobre a membrana, podendo ter causando uma
maé construcao da rede celuldsica, sendo explicado pelo seu baixo rendimento. A literatura
reporta que hibridos formados por co-condensacdo podem apresentar ma formacao estrutural
devido a presenca de grupos indesejaveis (COSTA, 2012).

A amostra CB/Sr ndo foi submetida ao tratamento de purificagdo na tentativa de
ndo mascarar o prejuizo provocado pelo Sr e para que fosse visualizado o real dano na
membrana, porém, na Figura 23 (a) foi identificado a presenga da G. hansenii com sua
morfologia de bastonetes incrustada na pelicula. A etapa de purificagao é responsavel também
pela remogdo dos resquicios microbianos.

Na Figura 23 (b) pode-se observar deformagdes na estrutura do material, causando
um espagamento incomum entre as fibras sugerindo que o estroncio pode ter influenciado numa
fragilidade demasiada da membrana de CB causando a perda de sua elevada de resisténcia

mecanica como as encontradas nas membranas de CB puras.
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5.3.5 Espectroscopia de Absorcéo na Regido do Infravermelho - FTIR

As analises de infravermelho dos biomateriais produzidos, foram realizadas com o
intuito de caracterizar os grupos funcionais existentes em cada um dos materiais, além de
investigar a interagdo existente entre a matriz de celulose bacteriana e a hidroxiapatita.

Os espectros das amostras de CB e CB/Sr, foram similares (FIGURA 22), dando
evidéncias apenas da estrutura da celulose bacteriana. Para a amostra CB/Sr nao foi visualizado
o deslocamento de bandas comparativamente com as bandas do espectro da amostra CB,
sugerindo que a interagdo existente entre a celulose e o estroncio na amostra CB/Sr ¢ apenas
fisica.

Analisando os espectros vibracionais das duas amostras (FIGURA 22), observou-
se que ambas apresentaram bandas em 2919 e 2850 cm’!, as quais podem ser atribuidas a
estiramento de CH, uma banda larga em torno de 3420 cm™ referente ao estiramento OH da
estrutura da celulose, uma banda em 1642 referente a deformagdo angular de HOH e outras
bandas de menor intensidade aparecem entre as regides de 1000 a 1600 cm™ e que podem ser

atribuidas aos grupamentos CH existentes na cadeia ciclica do polimero (PINTO, 2007).

Figura 24 - Espectros vibracionais na regido do infravermelho da CB e do hibrido CB/Sr
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Fonte: Elaborada pela autora.

Os espectros vibracionais na regido do infravermelho das amostras hibridas

CB/CaHA, CB/SrAp e CB/CaHA/Sr sao apresentados na Figura 24.
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Nos espectros vibracionais das amostras CB/CaHA e CB/SrAp ndo foi possivel
observar as bandas de absorcao referente a estrutura da CB, sugere-se que isto ocorreu devido
as intensas absor¢des do esqueleto estrutural da hidroxiapatita € da menor proporcao de CB
existente nesses materiais. Ja no espectro vibracional da amostra CB/CaHA/Sr observou-se que
algumas bandas que estdo relacionadas a estrutura da CB. Essa observacao corrobora com a
evidéncia experimental indicando o resultado de que a realizagdo de trés ciclos de incorporagao
de hidroxiapatita implicou também em uma menor propor¢ao de hidroxiapatita em relacao a
quantidade de celulose no hibrido, quando comparada com a incorporacao de apatita com cinco

ciclos de imersao (FIGURA 25).

Figura 25 - Espectros vibracionais na regido do infravermelho das amostras hibridas CB/CaHA,

CB/SrAp e CB/CaHA/Sr.
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Fonte: Elaborada pela autora.

Uma tentativa de atribuicao das absor¢des observadas nos espectros vibracionais
dos materiais hibridos analisados esta resumida na Tabela 04 e associadas as atribui¢des
relatadas na literatura (MAXIMILIANO, 2016; YUKHNEVICH, 1973; BHATNAGAR, 1967;
REHMANL, 1997).
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Tabela 04 - Atribuigdes provaveis das bandas de absor¢do dos biomateriais produzidos.

Materiais

NUmero de onda (cm™)

Atribuicdes

CB/CaHA

3500

1100, 1033 € 950

1653

864

610

560

Estiramento de grupos OH

Deformagao assimétrica do
grupamento PO4*"

Deformacao angular de OH de
agua adsorvida

Estiramento P-O(H)

Deformacao angular dos
grupos fosfatos

Deformagao assimétrica P-
O(H)

CB/SrAp

3500

1100, 1033 € 950

1653

745

610

560

Estiramento de grupos OH

Deformacao assimétrica do
grupamento PO4>"

Deformagao angular de OH de
agua adsorvida

Estiramento P-O(H)

Deformagao angular dos
grupos fosfatos

Deformagao assimétrica P-
O(H)

CB/CaHA/Sr

3500

1653

1430
1387

560

Estiramento de grupos OH

Deformagao angular de OH de
agua adsorvida

Deformacao angular de CH»

Deformacao angular de CHs

Deformagao assimétrica P-
O(H)

Fonte: Elaborada pela autora.
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5.3.6 Analise Termogravimétrica- TGA

A andlise termogravimétrica ¢ uma técnica termoanalitica que acompanha a
variacao de massa de uma amostra em funcao da variacao da temperatura. Dessa forma, a TGA
das amostras hibridas produzidas foi realizada com o propdsito de avaliar a estabilidade térmica
dos materiais e verificar as perdas de massa proveniente da decomposi¢ao da estrutura organica
existente nas amostras.

As curvas termogravimétricas obtidas das amostras de CB/Sr, CB/CaHA/Sr e
CB/SrAp podem ser observadas na Figura 26. Analisando comparativamente essas curvas
observou-se que a perda de massa total equivalente a decomposicado do material organico,
correspondeu a perda de massa ocorrida a partir da decomposicao da estrutura da celulose
bacteriana contida nas amostras hibridas.

A amostra de CB/SrAp apresentou a menor perda de massa total (38%) dentre as
amostras analisadas. Isso corrobora com a evidéncia experimental (FIGURA 26) de que para
essa amostra foram realizados mais ciclos de incorporagdo de apatita, quando comparado com
a amostra CB/CaHA/Sr, o que sugere uma maior propor¢do de hidroxiapatita na estrutura do
hibrido. A amostra CB/CaHA/Sr apresentou uma perda de massa total de 78% indicando que
nesta amostra hibrida a propor¢do, em termos de massa, de celulose bacteriana ¢

consideravelmente maior que a proporcao de hidroxiapatita.

Figura 26 — Analise termogravimétrica das amostras hibridas
CB/CaHA, CB/SrAp e CB/CaHA/Sr.
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Na curva termogravimétrica da amostra de CB/Sr (FIGURA 26) observou-se uma
primeira perda de massa em aproximadamente 100°C referente evaporacdo de agua fisicamente
adsorvida a estrutura da CB.

Dados da literatura indicam que em temperaturas mais elevadas ocorre uma perda
de massa referente aos processos de despolimerizacdo, desidratacdo e decomposicao das
unidades glicosidicas seguida pela formagao de residuos de carbono (SASKA et al, 2011; WAN
et al., 2006).

5.4 Estudo de adsorcao
5.4.1 Analises realizadas para obtencéo do biomaterial CB/CaHA/Sr
5.4.1.1 Cinética de Adsorcao

O processo de adsorcdo envolve transferéncia de massa liquida para o adsorvente.
A adsor¢ao de Sr ocorreu, principalmente, na superficie do material e adsorveu 17,22 mg de St/
g do adsorvente. Quando atingiu o tempo de equilibrio a superficie se encontrava saturada, nao
houve diferenca significativa na concentracdo de equilibrio de 2 a 3 horas, indicando uma
relagdo de equilibrio, na qual a adsor¢ao dos ions Sr pelo hibrido CB/CaHA tornou-se constante,
mostrando que os sitios ativos estavam ocupados.

A cinética de adsorcao foi realizada para determinar o tempo 6timo de adsor¢ao dos
ions Sr pelo hibrido CB/CaHA. Os resultados apresentados na Figura 27 indicaram que o tempo
de equilibrio foi de duas horas e que a remogado de ions Sr na fase fluida em relagdo ao tempo

apresentou uma cinética de adsorc¢ao favoravel.

Figura 27 — Cinética de adsor¢io de Sr** pela matriz CB/CaHA em
funcao do tempo, Co = 100 mg/L, pH = 6,0.
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Wang et al. (2009), estudaram o comportamento de adsor¢ao de ions Sr (II), em
géis a base de derivados de polissacarideos, onde um dos materiais analisados ¢ a
carboximetilcelulose (CMC). E constataram que esse polissacarideo alcangou a capacidade
maxima de adsor¢cdo bem mais rdpida que a observada para o hibrido (CB/CaHA), sendo
preciso apenas 1 h para atingir o equilibrio. A diferenca do resultado pode estar relacionada a
quantidade de massa utilizada, a velocidade de agitacdo, entre outros.

Chen et al. (2008), compararam a adsor¢ao de ions cobre e chumbo em membranas
de CB adicionada de carboximetilcelulose (CMC) e em membranas de CB pura. Os autores
verificaram que a capacidade de adsor¢dao de ions metalicos por membranas de celulose
bacteriana produzida com carboximetilcelulose (CMC) foi maior do que na membrana pura e
os valores de adsor¢do obtidos foram 9,67 mg Cu/g, 22,56 mg Pb/g de CB e 12,63 mg Cu/g,
60,42 mg Pb/g de CB(CMC).

5.4.1.2 Efeito do pH

O pH ¢ um parametro essencial na avaliagao da adsorcao, pois facilita na otimizacao
das condigdes para o sistema de adsor¢@o. As cargas do adsorvente e do adsorbato devem ser
opostas para proporcionar uma interagao eletrostatica.

Os resultados obtidos (FIGURA 28) demonstraram que a capacidade de adsor¢ao
foi dependente do pH, pois houve uma reducdo na adsor¢ao de ions Sr em pH mais acidos,
podendo ser explicado pela possivel repulsdo das cargas superficiais do material com o
adsorbato, pois terem cargas iguais. A maior adsor¢do para o hibrido CB/CaHA ocorreu em pH

6,0. Em pH mais acido a adsor¢ao foi baixa.

Figura 28 - Efeito do pH na adsorcdo de Sr** pelo hibrido
CB/CaHA, Co = 100 mg/L, pH variando de 2,0 a 6,0.
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Neste caso, para o estudo de adsorcdo € necessario a utilizacdo de uma faixa de pH
onde a carga superficial do material seja carregada negativamente, ja que o adsorbato utilizado
¢ um cation. Por isso, nos ensaios de adsor¢dao foram utilizados o pH natural de solugdo, pois
demonstra-se mais adequado.

Nishiyama et al., (2016) também constataram a dependéncia do pH na adsor¢do de
ions Sr em materiais de hidroxiapatita. Eles produziram cinco tipos de materiais e testaram suas
propriedades de adsorgio de Sr ** constataram que quatro tipos de HA obtidas removeram de
forma eficiente os ions Sr como as particulas de zeolitas. Na avaliacao do efeito do pH 6timo
de adsorcdo. Os autores verificaram que com o aumento do pH houve o aumento de adsor¢do e

que o valor mais alto de adsor¢do foi em pH 6,0.
5.4.1.3 Efeito da temperatura

A temperatura ¢ considerada um fator limitante em um sistema de adsor¢do. Dessa
forma, o efeito da temperatura na adsor¢ao do Sr pelo hibrido CB/CaHA foi avaliado em quatro
temperaturas (20°C, 25°C, 30°C e 40°C).

Os valores de adsor¢ao obtidos nas temperaturas 20°C, 25°C, 30°C e 40°C foram
9,59;17,32;27,93; 29,36 mg de Str/g de adsorvente, respectivamente (FIGURA 29). O aumento
de temperatura de 20°C para 25°C proporcionou a adsor¢do de 7,73 mg/g e quando a
temperatura elevou de 25°C para 30°C observou-se uma adsor¢do de 10,61 mg/g. Entre as
temperaturas de 30°C e 40°C, ndao houve aumento significativo, o valor obtido foi de 1,43 mg
de Sr por g de adsorvente. Esse resultado indicou que 40°C ¢ a temperatura limite para aumento

significativo na adsor¢@o de Sr do hibrido CB/CaHA.

Figura 29 — Efeito da temperatura na adsor¢io de Sr** por
CB/CaHA, Co = 100 mg/L, Temperatura variando de 20 a
40°C.
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O aumento da temperatura causou um aumento na adsor¢do, concordando com os
resultados de Saber-Samandari et al., (2013) que trabalharam com compdsitos de celulose-
poliacrilamida-hidroxiapatita para remog¢do de ions cobre. Verificou-se a partir de quatro
diferentes temperaturas (20°C, 30°C, 40°C e 45°C) que na temperatura mais elevada (45°C)
obteve-se o maior valor de adsorcdo, explicando esse fendmeno como um processo
endotérmico.

Teoricamente, a quantidade adsorvida decresce com o aumento da temperatura,
pois, geralmente, os processos de adsor¢ao sao exotérmicos, o que sugere a ocorréncia de outro
fendmeno como permuta de cations, onde esta envolvido a troca i6nica do célcio encontrado na

hidroxiapatita com o estroncio adicionado por ensaio de adsor¢ao em batelada.
5.4.1.4 Isoterma de adsorcao

O modelo de Langmuir foi utilizado para ajustar os dados experimentais das
isotermas, conforme se v€ na Figura 30. A partir das isotermas, nota-se que a capacidade

maxima de adsorc¢ao ¢ diretamente proporcional ao aumento de temperatura.

Figura 30 - Isotermas de adsor¢do com ajuste ao modelo de
Langmuir em temperaturas de 25°C e 40°C
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Fonte: Elaborada pela autora.

Este perfil de isoterma ¢ considerado como favoravel a adsor¢do. O aumento da
adsor¢ao com o aumento da temperatura sugere que hd uma transi¢ao de adsorcao fisica para
uma adsor¢do quimica e que uma provavel variagao de entropia tenha causado esse aumento.

Na Tabela 5 verificou-se que com o aumento de temperatura (40°C) o hibrido

CB/CaHA/Sr adsorveu mais 7,49 mg de Sr por g de adsorvente, aproximadamente.



Tabela 5 - Parametros dos ions Sr obtidos pelo ajuste das isotermas a 25°C e 40°C

PARAMETROS
‘ Qmaxsr (mg/g) Ksr (L/mg) R?
CB/CaHA/Sr 25°C ‘ 22,42 +£0,49 36,01 £2,77 0,98
CB/CaHA/Sr 40°C 2991 +1,14 29,31 +£3,44 0,96

Fonte: Elaborada pela autora.

5.4.2 Analises realizadas com o biomaterial CB/SrAp

5.4.2.1 Adsorcéo de Sr nos ciclos de imersao

60

O biomaterial CB/SrAp foi obtido através da precipitagdo quimica de ions P e Sr

espectrometria de massa ou EXAFs.

Figura 31 — Determinacdo de estroncio a cada ciclo de imersao

em concentragdes de (a) 100 e (b) 1000 mg/L
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com a formacao de fosfatos de estroncio sobre a superficie da CB. Essa forma de insercao de
Sr o tornou mais fortemente ligada a superficie do material, pois ocorreu uma ligag¢ao ionica do
metal a um ndo-metal. Dessa forma, a celulose que contém grupos hidroxilas (OH-) livres
facilita a interagdo com o Sr** (carregado positivamente) formando uma ligag¢io i6nica entre
eles e os ions fostato (PO*4), por sua vez, se ligaria ao Sr. Para este composto sugere-se que
esteja ocorrendo varias interagdoes conhecidas de forgas intermoleculares. Sugere-se que sejam

necessarias outras andlises para confirmar essa interacdo como ressonancia magnética ou
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Fonte: Elaborada pela autora.

A adsorcao foi maior nos primeiros ciclos (FIGURA 31), devido a disponibilidade
de sitios ativos. A formacdo de apatita de estroncio foi comprovada devido a reducdo na
concentracao residual na solucdo de estroncio.

Na concentragdo de 1000 mg/L foi observado uma maior incorporagdo, obtendo
237,32 mg/g do somatdrio de cada ciclo. Ja na concentragdo de 100 mg/L foi alcangado apenas
109,54 mg/g de adsorvente. Com o decorrer dos ciclos houve uma redugdo na adsorgao,
podendo ser interpretada como ocupagdo dos sitios disponiveis. Esta etapa foi atrelada a

formacao da apatita por precipitagdo quimica com a sintese de fosfatos de estroncio.
5.4.3 Analises realizadas com o hibrido CB/Sr
5.4.3.1 Influéncia de Sr na producéo de CB

Como o estroncio ¢ um metal que pertence a familia dos alcalinos terrosos, foi
necessario avaliar sua influéncia na massa de CB produzida por G. hansenii (TABELA 6). Esse
teste também foi feito para validar a metodologia de inser¢ao do estroncio no meio de cultivo
dessa bactéria.

A adicao do estroncio ao meio cultivo sobre a sintese de CB causou um decréscimo
de massa de CB produzida, quando comparada a da amostra controle (TABELA 6). A reducao
na massa de CB foi inversamente proporcional a concentracdo de Sr adicionada ao meio de
cultivo, variando de 12% a 32% menores que a massa do controle. Esse resultado demonstrou

que a adicao desse metal durante a sintese de CB nao ¢ indicada.
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Tabela 6 — Valores de massa de CB e porcentagem de rendimento com e sem a inser¢ao do
estroncio no meio de cultivo.

Amostras Peso de CB Rendimento de CB  Reducéo da massa
(mg/L de Sr) (9) (%) (%)

Controle* 0,6375 100 0

HS + 100 0,557 87,37 12,63

HS + 500 0,468 73,41 26,59

HS + 1000 0,429 67,29 32,71

* Na amostra controle ndo ha adi¢do de Sr no meio de cultivo HS.
Fonte: Elaborada pela autora.

A insercdo do estroncio durante o cultivo traz uma perda de massa em termos de
rendimento caindo gradualmente com o aumento da concentragdo. Essa perda de massa pode
ser atribuida a um possivel efeito negativo na atividade microbiana causada pelo metal.

Para verificar se o Sr apresenta efeito antimicrobiano sobre o crescimento de G.

hansenii é necessario a realizagdo de mais estudos.
5.4.3.2 Teor de agucar redutor

Para verificar o efeito da adicao do estroncio no meio de fermentacao foi realizado
a determinacdo de agucares redutores. Esse teste indica a concentracdao de agucar consumido

pela bactéria.

Foi verificado que a perda de massa da produgdo de celulose bacteriana esta
relacionada com inser¢do do estroncio no meio. O consumo normal da bactéria estd em torno
de 42 % do acucar inicial presente no meio de cultivo, quando comparando com a incubagado
da bactéria na presenca de estroncio houve uma queda de consumo de agucar para 23 %.

Totalizando numa perda 18 % de conversao do agucar para a producio de CB.

Tabela 7. Teores de agucares redutores no meio de cultivo com e sem adi¢ao de Sr antes e
apos 6 dias de fermentacdo.

Amostras Concentracdo de Acucar Consumo em %
(9/L)
HS inicial 21,025 42,31+0,23
HS final 12,129
HS/Sr inicial 20,453 23,57+0,15
HS/Sr final 15,633

Fonte: Elaborada pela autora
* Foi adicionado 100 mg/L de Sr.
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5.4.3.3 Estroncio incorporado na estrutura de CB por co-condensacao

Apos a fermentacdo (6 dias) foi determinado foi determinado o teor de Sr residual
para quantificar o estroncio aprisionado na membrana de CB por co-condesagdo. O teste foi
realizado com trés concentracdes diferentes 100, 500 e 1000 (mg/L) de Sr adicionados ao meio
de cultivo.

Verificou-se que o estroncio foi incorporado na pelicula de CB e que houve um
aumento na concentracao de Sr presente na estrutura com o aumento da concentragao inicial de
Sr adicionado no meio de cultivo. Para as concentragdes de 100, 500 e 1000 mg/L de Sr foram

aprisionados cerca de 21,62; 25, 17 e 26,25 mg de Sr por g de material, respectivamente.

Figura 32 — Quantificacao de estroncio aprisionado na
CB ap6s a fermentagao (6 dias).
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Fonte: Elaborada pela autora.

Nas concentragdes de 500 mg/L e 1000 mg/L ndo houve diferenga significativa nos
teores de Sr aprisionado, indicando que 500 mg/L seja a quantidade maxima de incorporagao

que o material pode suportar.
5.5 Estudo de dessorcao

O resultado dos testes de adsor¢do demonstrou que entre os materiais produzidos o
que mais adsorveu foi o hibrido CB/SrAp com 237,31 mg/g, seguido do CB/CaHA/Sr com
29,91 mg/g e por ultimo o CB/Sr com 26,25 mg/g (TABELA 8).
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Tabela 8. Valores de adsorc¢ao de Sr para cada biomaterial produzido.

Biomateriais sintetizados
Adsorcéo de Sr (mg/q)
CB/CaHA/Sr CB/SrAp CB/Sr
29,91+ 1,14 237,31+ 0,42 26,25+ 0,57

Fonte: Elaborada pela autora.

No teste de elui¢ao foi avaliado a capacidade dos biomateriais produzidos em
liberar estroncio adsorvido. O hibrido CB/CaHA/Sr, com apenas trés horas de ensaio, j4 havia
liberado 62,33% de estroncio (FIGURA 33). Houve liberacao rapida e, com 26 horas de ensaio,
o CB/CaHA/Sr dessorveu 80,08% do estroncio.

Figura 33 - Dessor¢ao de estroncio dos biomateriais produzidos
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Fonte: Elaborada pela autora.

O biomaterial CB/Sr iniciou a elui¢do ap6s duas horas e liberando 27,85%, contudo,
apresentou uma liberagdo mais lenta do que o CB/CaHA/Sr e ao final do teste, foi eluido
50,64% do total de estroncio adsorvido. O CB/SrAp apresentou uma liberagdo mais lenta do
que os demais materiais, nas primeiras duas horas eluiu 5,67% de Sr e com o passar do tempo
permaneceu numa fase estacionaria. Apos 26 horas foi liberado apenas 15,76% de Sr.

O resultado de dessor¢ao do composto CB/SrAp mostrou-se interessante para o uso
“in vivo” por ter sido o biomaterial que mais adsorveu estroncio e sua libera¢do foi lenta,
mantendo em torno de 85% do estroncio ainda incorporado, possibilitando seu uso como
carreador de farmacos com entrega controlada.

Cuppok et al. (2011), que estudaram os mecanismos de liberagdo de drogas,

verificaram que para desempenhar uma maior eficacia terapéutica, diminui¢ao da toxicidade e
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