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RESUMO

Muitas osteopatias adquiridas no decorrer do desenvolvimento humano ou acidentes podem
comprometer a capacidade de regeneracdo do tecido 6sseo. Os scaffolds sdo biomateriais que
sdo preparados para atuar como suportes para liberacdo de substancias ativas responsaveis,
pela reparacdo do 0sso, a fim de se ter uma boa regeneragdo do tecido 6sseo lesionado, agindo
como coadjuvante no processo de reparacdo 6ssea, principalmente em tecidos com deficiéncia
de célcio. Nesse sentido, foram desenvolvidos scaffolds de silicas porosas e galactomanana.
Os biomateriais produzidos foram caracterizados por Espalhamento de Raios-X em Baixo
Angulo (SAXS), Analise Termogravimétrica (TG/DTG), Espectroscopia de Absor¢do na
Regido do Infravermelho (FT-IR), Analise Elementar, Espectrometria de emissdo Optica com
plasma acoplado indutivamente (ICP-OES) e Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).
As analises de Adsorcdo-dessorcdo de N2 (BET) e Microscopia Eletrénica de Transmissdo
(TEM) comprovam a ordenagdo estrutural das silicas utilizadas na formagdo do material
hibrido dando a eles resisténcia térmica. Através do MEV foi possivel observar a morfologia
dos scaffolds, onde se evidencia a presenca de microfibras que mimetizam a morfologia dssea.
Através das analises de FTIR e TG/DTG, foram evidenciadas bandas e eventos caracteristicos
de compatibilidade da galactomanana e silicas de cada scaffold produzido. A producéo de
scaffolds de galactomanana, silicas porosas e calcio poderd favorecer uma melhoria na
aplicabilidade destes novos biomateriais para a medicina 0ssea regenerativa.

Palavras-chave: Scaffolds. Silica. Galactomanana.



ABSTRACT

Many osteopathies acquired during human development or accidents can compromise the
ability of bone tissue to regenerate. Scaffolds are biomaterials that are prepared to act as
supports for the release of active substances responsible for bone repair, in order to provide a
good regeneration of the injured bone tissue, acting as an adjunct in the bone repair process,
mainly in calcium-deficient tissues. In this sense, porous and galactomannan silica scaffolds
were developed. The biomaterials produced were characterized by Small Angle X-Ray
Scattering (SAXS), Thermogravimetric Analysis (TG/DTG), Infrared Absorption
Spectroscopy (FT-IR), elemental analysis, optical emission spectrometry with inductively
coupled plasma (ICP-OES) and scanning electron microscopy (SEM). The analysis of
N2 Adsorption-desorption (BET) and Transmission Electron Microscopy (TEM) proved the
structural ordering of the silicas used in the formation of the hybrid material giving them
thermal resistance. Through SEM it was possible to observe the morphology of the scaffolds,
with the presence of microfibers that mimic bone morphology. Also, by FTIR and TG/DTG
analyses, bands and characteristic events of compatibility of galactomannan and silicas of
each scaffold produced were evidenced. The production of galactomannan scaffolds, porous
silicas and calcium could favor an improvement in the applicability of this new biomaterial
for regenerative bone medicine.

Keywords: Scaffolds. Silica. Galactomannan.
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1 INTRODUCAO

O osso tem a capacidade de crescimento bem ordenado, regeneracdo e
remodelacdo para satisfazer necessidades mecénicas e regeneracdo apos danos. No entanto,
quando ha algum problema, como doencas adquiridas no decorrer da vida ou acidentes,
podem comprometer a capacidade 0ssea de regeneracdo sendo em alguns casos necessario o
tratamento com o uso de enxertos dsseos para reparacdo do tecido (O’BRIEN et al., 2014;
BRYDONE et al., 2010; ORCIANI et al., 2017).

Nos tratamentos tradicionais para lesdes dsseas utilizam-se enxertos ou autégenos,
que o tecido obtido provém do proprio individuo (WANG & YEUNG, 2017) e autdlogos, sdo
aqueles em que o tecido provém de outro individuo (GOYER et al., 2019). Nesses
tratamentos a resposta osteogénica € maior, contudo, ndo séo isentas de problemas poés-
cirurgicos, como as infeccdes e ou rejeicdes imunologicas (OLSSON et al., 2008). Uma das
alternativas para ajudar na regeneracao do tecido 0sseo e sua reconstituicdo é a aplicacdo de
biomateriais (materiais hibridos) para implantes 0sseos. Desta forma, ha um interesse no
desenvolvimento desses materiais devido sua baixa toxicidade (DA SILVA et al., 2015), facil
producdo, biocompatibilidade e biodegradabilidade (OLSSON et al., 2008; WILLIAMS,
2008).

Materiais hibridos séo constituidos pela combinagdo dos componentes organicos e
inorganicos, que normalmente, apresentam propriedades complementares, oferecem
flexibilidade, boa estabilidade térmica e quimica, onde estas caracteristicas ndo s&o
encontradas em materiais puramente organicos, gerando um Unico material compasito, cujas
propriedades apresentam melhorias em relagdo as caracteristicas dos seus constituintes de
origem (KIM, 2003). Um desses materiais hibridos é denominado scaffold.

Scaffolds ou estruturas 3D sdo suportes em que se podem alojar substancias
ativas, responsaveis pela reparacdo do o0sso, a fim de se ter uma boa regeneracdo do tecido
0sseo lesionado, assegurando a sua permanéncia no local e auxiliando a acdo do ativo
(CHAUDHURY et al., 2014), como componente coadjuvante no processo de reparacao 6ssea.
Geralmente sdo compostos por um polimero organico, que da flexibilidade e maleabilidade ao
material, tais como: (poli (e-caprolactona), poli (acido lactico)) (DA SILVA et al., 2015),
galactomanana e quitosana (NAVARRO et al., 2008; POLO-CORRALES et al., 2014). E por
um polimero inorganico, que da resisténcia mecanica ao scaffold, como por exemplo, as

ceramicas, polissiloxanos (GODOY et al., 2010) e silica, assim como as fibras de silicatos de
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calcio em conjunto com os polimeros exibem boa compatibilidade (SIQUEIRA et al., 2017;
SHIRAZI et al., 2014).

O termo silica refere-se aos compostos formados por unidades estruturais
constituidas de silicio (Si) e oxigénio (O), cuja formula é SiO2, nas suas varias formas,
incluindo as silicas naturais e as sintéticas (HAYASHI et al., 2000). As silicas de origem
natural sdo encontradas em minerais como 0 quartzo (Quazto, 2018) e em plantas como
bambu (SAPEI et al., 2007), em cascas de arroz (XUE et al., 2020) e na cevada (KALIDAS et
al., 2020). Entretanto, a maior parte da silica utilizada em aplicacGes quimicas e fisicas tem
origem sintética. As silicas porosas apresentam boa estabilidade térmica da parede e alta
resisténcia mecénica, capacidade de modificacdo estrutural e uma elevada area superficial
(HOFFMANN et al., 2006; DERBALAH et al., 2018). Essas propriedades podem ser
ajustaveis de acordo com as condicdes de sintese: escolha do agente direcionador de estrutura
(SDA), variacdo de pH e temperatura. Essas variaveis influenciam diretamente na estrutura da
silica (DENG et al., 2013; MA et al., 2013; HUIRACHE-ACUNA et al., 2014).

Outro material interessante para ajudar no arcabouco dos scaffolds € o polimero
organico natural galactomanana. Esse polimero € um polissacarideo de baixa toxicidade,
constituido de um eixo estrutural (cadeia principal) de manose com grupos laterais
(ramificacdo) de galactose (CHEN et al., 2018), cuja extracdo é feita do endosperma, nesse
caso, de plantas leguminosas pertencentes a familia Leguminosae ou Fabaceae, uma delas,
conhecida popularmente como pau-ferro ou Jucad (BALBACH, 2017).

O Jucé € oriundo do Nordeste Brasileiro, cujo nome da espécie € Caesalpinia
Ferrea, considerada como um dos mais proveitosos biomateriais devido suas diversas
propriedades. A galactomanana (GM) foi escolhida em virtude de sua facil obtencao,
abundancia na natureza e pelo baixo custo (VILARO et al., 2018). Além disso, apresenta
biocompatibilidade, biodegradabilidade, ndo é toxico, ndo € carcinogénico (ZHOU et al.,
2018) e devido a sua alta viscosidade, a silica fica dispersa ao longo da GM (SUMATHI,
2002).

A preparacdo de scaffolds a base de galactomanana e silicas porosas podera ser
uma alternativa para a reestruturacdo 6ssea de pacientes com o tecido danificado. Essa juncéo
podera favorecer uma melhoria e a aplicabilidade deste novo biomaterial para a medicina

Ossea regenerativa.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Tecido 6sseo

O tecido 6sseo é vascularizado e inervado, estando em equilibrio dindmico. O
tecido do osso pode ser classificado, histologicamente, em primario e secundéario. O tecido
0sseo primario, tanto no desenvolvimento embrionario como em uma reparacao 6ssea, fratura,
é 0 primeiro que aparece sendo temporario e substituido pelo tecido secundario. O secundério
possui lamelas que se dispdem em camadas concéntricas em torno de um canal central
(COSTA et al., 2012). Nesse canal central, também chamado de canal de Havers, é por onde
nervos e vasos sanguineos passam. Essa estrutura formada pela matriz concéntrica juntamente
ao canal de Havers é chamada de sistema de Havers (Figura 1).

Figura 1 - Esquema do corte do tecido 6sseo e suas estruturas. A direita, um sistema de
Havers isolado
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Fonte: JUNQUEIRA E CARNEIRO (2008).

O o0sso se encontra em constantes processos de remodelacdo e regeneragdo
espontanea. Esta atividade € consequéncia de trés principais tipos de células, das quais
constituem o tecido 6sseo, sdo elas: 0s osteoblastos, 0s ostedcitos e 0s osteoclastos, ilustradas

na Figura 2. O primeiro tipo celular tem a funcdo de sintetizar a matriz 0ssea ndo
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mineralizada. Assim que ocorre a sua sintese, cerca de 70% da matriz 6ssea sdo mineralizados
e a porcao remanescente sofre mineralizacdo gradual (NUNES e NUNES, 1988).

Os osteocitos sdo células derivadas dos osteoblastos, essas células sdo
responsaveis por manter a viabilidade do tecido 6sseo e a reabsor¢do da matriz e dos minerais
do osso pela osteblise osteocitica, essencial para conservar constantes o0s niveis de célcio
extracelulares. A principal fungdo dos osteoclastos é promover a reabsor¢do 6¢ssea, quando
ativado, por osteoclasia. Sendo assim, 0 0sso € um tecido multifuncional, ou seja, responde a
uma variedade de estimulos, tais como: os bioldgicos, bioquimicos e biomecanicos
(JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

Figura 2 - Estrutura 6ssea e as células que compdem 0 0SS0
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Fonte: SANTOS (2020).

O tecido dsseo é composto por uma matriz extracelular 6ssea, contendo duas
partes distintas. A primeira parte é organica ndo mineralizada formada essencialmente por
fibras de colageno tipo | (ROSS e PAWLINA, 2016), e a segunda composta por uma fase
inorganica mineralizada formada principalmente de ions fosfato e de ions calcio, onde
constituem os mais concentrados na Matriz. H4 também bicarbonato, magnésio, potassio,
dentre outros, em pequenas quantidades. O célcio e o fésforo formam os cristais de
hidroxiapatita (AMINI et al., 2012). O tecido 6sseo é o Unico tecido com capacidade de
crescimento e remodelagdo Osse a que se desenvolve em dois processos antagdnicos, porém

acoplados, a formacéo e reabsor¢do do 0sso. Esses dois processos permitem a remodelagédo e
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regeneracdo e é controlado por um complexo sistema que inclui horménios, fatores fisicos e
fatores humorais (PEREIRA, 2010).

O tecido 6sseo humano é um reservatorio de calcio. Esse ion é importante para
varios processos biologicos, tais como permeabilidade da membrana, adesdo celular,
coagulacdo sanguinea, transmissdo do impulso nervoso e contracdo muscular (MONTANARI,
2016). Para o funcionamento normal do organismo é necessario que a concentracdo de calcio
na corrente sanguinea seja constante. A manutencao de concentracfes adequadas de calcio no
sangue € prioridade a manutencdo da integridade estrutural do 0sso. O processo catabolico ou
reabsorcao 6ssea tem a funcdo de manter constantes as concentracdes de calcio extracelulares.
A aposicdo Ossea, que € a sintese e mineralizacdo da matriz dssea, tém dois principais
objetivos: a reposicao do tecido perdido pelo processo catabdlico e a adaptacdo do 6rgdo as
condigdes funcionais (BLAND, 2000).

Contudo, ao longo da vida, fatores como: idade, doencas, mobilidade diminuida,
algumas drogas, qualidade de vida, dentre outros, sdo preponderantes para a vitalidade dssea.
Estes fatores podem alterar o equilibrio entre formacdo e reabsorcdo, principalmente em
funcédo da isocalcemia. Assim, observam-se alteragdes no metabolismo, na absorcéo de célcio
e no perfil hormonal que acarretam em osteopatias como, por exemplo, a osteoporose, 0

cancer 6sseo, dentre outras.

2.2 A biomineralizacdo no 0sso

A biomineralizacdo seria uma mineralizacdo do tecido 0sseo iniciado sob
comando celular, sendo que as etapas do processo seriam por mecanismos mediados por
componentes da matriz. Os resultados dos estudos de biomineralizacdo realizados por Rustom
e colaboradores mostraram que vesiculas da matriz derivadas de osteoblastos e odontoblastos,
em diferenciacao, iniciam a deposicdo de mineral na estrutura 6ssea (RUSTOM et al., 2018).
As células desenvolvem estruturas especificas, junc@es oclusivas, que compartimentalizam
parcialmente a matriz jovem, enquanto estas terminam sua diferenciacdo, passando a secretar

proteinas ndo colagenas para continuar o processo da mineralizacao.

Segundo Veis e Dorvee (VEIS e DORVEE, 2013) sdo poucas as discussdes sobre
biomineralizagdo frente ao processo de utilizacdo do calcio e do fosfato na mineralizacéo
Ossea, todavia estudos pioneiros apontam para o papel das mitocdndrias em ingerir grandes

quantidades de ions calcio (Ca?*) e ions fosfato (PO.*), acumulando-os e entregando fosfato
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de célcio vesiculares na membrana da matriz, para 0s espacos extracelulares da cartilagem
mineralizadora e 0sso (VEIS e DORVEE, 2013).

A Figura 3 ilustra 0 mecanismo de mineralizacdo do tecido 6sseo. Quando o
organismo sofre alguma injuria no tecido e ha a necessidade de repor os fons Ca?* e PO4>, 0s
osteoclastos iniciam a retirada dos ions presentes no scaffold e as proteinas coladgenas e nao
colagenas capturam os ions fornecidos pelas células Osseas (osteoclastos), que serdo
transportados até o local onde ocorrera o crescimento dos cristais de fosfato de calcio
formando a apatita do 0osso (RUSTOM et al., 2018).

Figura 3 - Esquema de biomineralizagdo 0ssea
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Fonte: RUSTOM et al. (2018, com adaptagdes).

2.3 Silicas Porosas

Silicas porosas sdo classificadas de acordo com o didmetro do poro, segundo a
IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry), como: macroporosos, materiais
que possuem diametro do poro maior que 50 nm; mesoporosos, didmetro do poro que
compreende entre 2 a 50 nm e microporosos, didmetro do poro menor que 2,0 nm (IUPAC,
1972; SCHUTH et al, 2002). Ainda dentro do ambito dos microporosos ha duas
subcategorias: a dos ultramicroporos, didmetro do poro menor que 0,7 nm, e O0S
supermicroporos, diametro de poros entre 0,7 e 2 nm (OLIVEIRA, 2019; THOMMES et al.,
2015; MEYNEN et al., 2009).
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A sintese desses materiais porosos foi iniciada na década de 1940 (MILTON,
1989). Em 1992, a Mobil Oil Company desenvolveu a primeira familia de silicas porosas
denominadas M41S, apresentando poros ordenados e uma elevada area superficial, apesar de
sua amorfia (MEYNEN et al., 2009). A sintese consistia na interacdo do agente direcionador
de estrutura (surfactante), que conduzem a formacdo do composto estruturado e ordenado, e
uma fonte de silicio (FLOREK et al., 2014; HOFFMANN et al., 2006).

Em 1998, foram sintetizados novos materiais na Universidade de Santa Bérbara os
quais foram denominados SBA (Santa Barbara Amorphous), esses materiais foram
desenvolvidos utilizando um copolimero tribloco como agente direcionador e
tetraetilortosilicato (TEOS) como fonte de silicio. Essas novas silicas apresentaram elevada
area superficial, estreita distribuicdo de poros, como também poros bem ordenados e
consideraveis estabilidades térmicas devido a uma maior espessura nas paredes de silica
desses materiais (FERNANDES et al., 2016; TANGA et al., 2011).

Na sintese das silicas SBA (Figura 4), o surfactante se organiza formando micelas,
as quais se agregam formando tubos e consequentemente esses tubos se agregam. Em seguida,
h& uma incorporacdo de uma camada de silica em torno dos tubos micelares e a condensacao,
através da hidrolise do tetraetilortosilicato, que forma a estrutura da parede da silica. Por
altimo, ha a remocdo do surfactante que pode ser via calcinagdo ou extracdo por solvente
(DENG et al., 2013).

Figura 4 - Mecanismo genérico de sintese das silicas SBAs

P — CondeasagZo da forte Siica poresa
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Remoc3o do sarfactante
Fonte: KUMAR, et al. (2017, com adaptagdes).
A silica mesoporosa SBA-16, por exemplo, tem estrutura cubica tridimensional

(SHAH et al., 2014). Sua sintese utiliza como agente direcionador, um copolimero tribloco

ndo i6nico denominado Pluronic F127 e um sal inorgénico sob condicGes acidas. Essa silica
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apresenta alta porosidade, elevada area superficial, estabilidade térmica da parede e poros
mais largos (KHEZRI e MAHDAVI, 2016).

Seguindo a mesma metodologia para sintese de materiais porosos, foi feita a
sintese da silica UFC-A utilizando o surfactante E3Si4Es3, um copolimero em bloco de
poli(oxialquileno), onde foram caracterizadas e estudadas suas caracteristicas fisicas e
quimicas. Além do surfactante E43S14E43, foi utilizado na sintese um co-direcionador e co-
solvente, o alcool n-butilico (CsH100), onde esse alcool teve a funcdo de influenciar no
comportamento das micelas, gerando um aumento no tamanho do poro da silica (WANG et
al., 2009; KLEITZ et al., 2003).

2.3.1 Agentes direcionadores de estrutura

Para a sintese das silicas utilizam-se surfactantes que sdo denominados agentes
direcionadores de estrutura. Surfactantes sdo macromoléculas de carater anfifilico, ou seja,
sua estrutura contém uma extremidade hidrofobica (apolar) e outra hidrofilica (polar). A
primeira forma o centro da micela, ja& que ndo ha afinidade com o meio, enquanto que a
segunda compde a parte externa da micela (Figura 5), fica orientada para o diluente. A forma
da micela determinara como sera a estrutura da silica (ISRAELACHVILI et al., 1976).
Parametros como a concentracdo micelar critica (CMC), que é a concentragdo mais baixa em
gue um surfactante estd em equilibrio com a micela, o pH do meio e a temperatura de sintese
sdo importantes para a formagdo da estrutura final da silica (IYER e BLANKSCHTEIN,
2012).

Figura 5 - Representacdo esquematica de uma micela esférica em meio aquoso

Fonte: MICELAS Y LIPOSSOMAS (2020).
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Pluronic F127 é um surfactante ndo i6nico composto por mondmeros de
poli(6xido de etileno) (Figura 6 (a)) e poli(6xido de propileno) (Figura 6 (b)), cuja formula
geral EO106 PO70 EO106, cOm massa molar média de 13000 g/mol, contendo aproximadamente
70% de Oxido de etileno, responsavel pelo carater hidrofilico, balango controlado pela
combinacdo da quantidade de mondmeros hidrofilico. Esse copolimero é utilizado na sintese
da silica SBA-16, dando-a uma estrutura ctbica (YOUNG et al., 2004).

Figura 6 - Estrutura geral dos Pluronics®

Fonte: Autor.

E43S14E43 € um copolimero em bloco de poli(oxialquileno)s (n&o i6nico), formado
por mondmeros de poli(oxido de estireno) (Sm) (OCH2CH(CeHs)) (Figura 7, estrutura (m)) e
poli(6xido de etileno) (En) (C2H4O) (Figura 7, estrutura (n)), com massa molar média de 5470
g/mol (OLIVEIRA et al., 2015). Esse copolimero foi utilizado como direcionador na sintese
da silica UFC-A.

Figura 7 - Estrutura do bloco de poli(6xido de etileno) (En) e poli(6xido de

estireno)(Sm)
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Fonte: Autor.
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2.3.2 Modificacao quimica da silica

A superficie da silica contém grupos silanois (Si-OH), que agem como centros de
reacdo ou de adsorcdo molecular, formando ligagbes Si-O-X, onde X pode ser um atomo de
metal ou um grupo organico, agregando mais uma caracteristica a silica porosa: a
incorporacdo de heterodtomos e/ ou funcgdes organicas na superficie ou no interior da silica
(SALES, 2003).

H& dois principais métodos de modificacdo da silica: pds-sintese e a co-
condensacdo. No processo de modificagdo denominado pos-sintese, € realizada a sintese da
silica e em seguida é feita a incorporacdo dos dtomos em sua estrutura (HOFFMANN et al.,
2006; AMGARTEN, 2006). A vantagem do método é a retengdo da estrutura inicial da silica,
considerando que o revestimento das paredes é acompanhado pela reducédo da porosidade do
material modificado. A desvantagem é que se 0s ions calcio reagem preferencialmente nas
entradas dos poros durante o estagio inicial da sintese, a difusdo dos ions mais afastados para
0 centro dos poros pode ser prejudicada, o que pode resultar na distribuicdo ndo homogénea e
em um baixo grau de ocupacdo (HOFFMANN et al., 2006).

No segundo processo, 0 de co-condensacdo, 0s atomos sdo componentes diretos
da matriz da silica, ou seja, sdo inseridos concomitantemente a sintese da silica porosa
(UDAYAKUMAR et al., 2008). Nesta rota ocorre o blogueio de poros e 0s &tomos estdo mais
homogeneamente distribuidos. Contudo, um aumento na carga de ions calcio incorporados
pode contribuir para a reducdo do diametro do poro, volume do poro e area superficial.

O mecanismo utilizado para a modificacdo das silicas com célcio foi o de co-
condensacgdo, pois minimiza o numero de etapas de sintese, assim como possibilita uma

melhor e mais homogénea distribuicdo do 4&tomo na superficie das silicas.

2.4 Galactomanana

Polissacarideos sdo polimeros naturais, constituidos de unidades basicas
chamadas de monossacarideos unidas por ligacdes glicosidicas. Sdo encontrados em todos 0s
organismos Vvivos, principalmente em compostos abundantes e importantes na natureza, como,
a pectina, a celulose e 0 amido, nas plantas, e o glicogénio, a heparina e a quitosana, nos

animais.

Galactomanana é o nome que se da a polissacarideos neutros, extraidos do

endosperma de certas leguminosas (CUNHA et al., 2017). A galactomanana é extraida da
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arvore de espécie Caesalpinia Ferrea, pertencente a familia Leguminosae ou Fabaceae,
conhecida popularmente como pau-ferro ou Juca (BALBACH, 2017; LOPES et al., 2013).

As galactomananas sdo polissacarideos que consistem de um eixo estrutural de
manose com grupos laterais de galactose: uma cadeia linear de residuos de manose unidas por
ligagdes glicosidicas B-(1—4) e residuos de galactose unidos por ligacdes do tipo a-(1—6)
(Figura 8) (CUNHA et al., 2017). As proporcoes diferentes de Manose/Galactose exercem
influéncia sobre a solubilidade relativa das galactomananas, dependendo do conteldo de
galactose substituinte. Assim as mananas, sdao geralmente insolliveis em &gua, pois ndo
apresentam substituicéo.

Figura 8 - Estrutura da Galactomanana do Juca
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Fonte: CUNHA, (2015).

Por ndo apresentar toxicidade, a galactomanana é muito utilizada nas indudstrias
farmacéuticas, biomédicas, téxtil, cosméticos e de alimentos (PAWAR e LALITHA, 2014).
Por produzirem solucGes aquosas de viscosidade elevada, esse polissacarideo € utilizado
como emulsionantes, espessantes de sistemas aquosos e agentes de estabilizacdo, o que o
torna comercialmente util. Estas propriedades dependem diretamente das propriedades
quimica, fisica e estrutural do polissacarideo, tais como: massa molar, a configuracdo
anomérica (a e P), conformagdo em solucdo (linear, ramificada, helicoidal), e a posi¢do de
ramificacdo de polissacarideos (OLIVEIRA et al., 2011).

Além disso, as galactomananas podem ser usadas como carreadores de bioativos
em formulagdes farmacéuticas (KONTOGIORGOS, 2018). Outra bioatividade mencionada

na literatura é o uso degalactomananas do género Caesalpinea como adjuvante antitumoral e



28

anti-ulcerativa (RASHID et al., 2018). Além de apresentar efeito antidiabético, por ser
considerada uma fibra alimentar (VIEBKE et al., 2014).

2.5 Scaffolds

Atualmente, observa-se um crescimento em lesdes no tecido 6sseo ocasionadas por
osteopatias. Estas geram fragilidade na estrutura ¢ssea e posterior formagdo de fissuras ou
fraturas na estrutura dssea. Desta forma, ha um interesse no desenvolvimento de materiais
hibridos (compdsitos) origindrios de compostos organicos e inorganicos que possam agir
como enxerto ou carreadores de ions na reconstru¢do do tecido 6sseo (IANNESSI et al.,
2012).

O tecido 6sseo humano apresenta micro, meso € macroporos interconectados, o
que é extremamente util no que tange a fixacdo de componentes celulares, extracelulares e
vasos sanguineos (SANTOS et al., 2016). Para isso, a utilizacdo de suporte celular (scaffold)
que visa a mineralizacdo, regeneracdo ou reposicdo 0ssea faz-se necessario, principalmente
em situagdes de lesbes do tecido 6sseo.

Dois aspectos importantes devem ser considerados na formacgéo de um scaffold: a
escolha do material biodegradavel ou biorreabsorvivel e a metodologia para a producdo dos
scaffolds. A metodologia escolhida deve permitir a producdo de uma estrutura tridimensional
com tamanho, distribuicdo e interconectividade de poros controlaveis e ajustaveis,
proporcionando ao material, caracteristicas que promovam adesao e proliferacdo das células
(LEE et al., 2010).

De origem inglesa, a palavra scaffold significa suporte ou andaime adequado para
hospedar componentes bioldgicos e quimicos assegurando sua permanéncia no local da lesdo
e auxiliando sua atividade (CHAUDHURY et al., 2014). Portanto, os scaffolds devem alojar
componentes que participem da regeneracdo, mineralizacdo ou reposicdo do tecido 6sseo
lesionado.

As metodologias convencionais para a fabricacdo de scaffolds ndo séo eficientes
para produzir estruturas com um controle preciso de tamanho de poro, sua geometria e
distribuicdo espacial desses poros e, sobretudo a construcdo de canais internos dentro do
scaffold (Figura 9). Uma alternativa é a utilizacdo de silicas porosas, pois dependendo da
escolha da rota de sintese, obtém-se esses parametros de poro controlados. Além da

capacidade de modificagdo estrutural para a reparagdo de célcio no tecido 6sseo, ja que a
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adicdo de calcio ao implante 6sseo aumenta sua resisténcia e sua porosidade (IGNACIO,
1995; CLARO NETO, 1997).

Os scaffolds de galactomanana, silica porosa e calcio unem as propriedades da
galactomanana, um polimero natural, maleédvel, atoxico e com boa biocompatibilidade, com
as propriedades da silica porosa, um polimero sintético, com alta resisténcia mecanica e
capacidade de modificacdo estrutural. A juncdo das propriedades desses polimeros ajuda na
elaboracdo de scaffolds para pacientes com deficiéncia em célcio no tecido 6sseo.

Figura 9 - Exemplos de macroestruturas (a e b) e microestruturas (c e d) de

scaffolds

Fonte: RUSTOM et al., (2018).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

v

Sintetizar compositos (scaffolds) a base de silica, célcio e galactomanana, do tipo

caesalpinia férrea, para biomineralizagdo Gssea.

3.2 Objetivos especificos

v

v

Extrair a galactomanana do Jucg;

Sintetizar silicas porosas utilizando os surfactantes F127 e E43S14Es3 como agentes

direcionadores de estrutura;

Modificar silicas com calcio pelo método de co-condensagéo;

Preparar scaffolds de galactomanana e silicas, denominados S1, S2, S3, S4 e S5;

Caracterizar 0s materiais por diversas técnicas de analise;

Avaliar a citotoxicidade in vitro dos scaffolds em neutréfilos humanos, células do

sistema imune.
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4 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

4.1 Isolamento e purificacdo da galactomanana (GM) das sementes de Caesalpinia férrea
Mart exTul. VarFerrea

De acordo com o procedimento experimental reportado em Cunha et al.
(CUNHA et al., 2017). As vagens de juca foram previamente selecionadas e secas em estufa a
40 °C. Apds a secagem, foram retiradas as sementes para o isolamento e purificacdo da
galactomanana de juca. As sementes foram deixadas em imersdo em é&gua destilada por 30
minutos, a 85°C, para quebra da dorméncia e posterior retirada dos endospermas. Apds a
retirada da casca e tegumento das sementes, o endosperma foi colocado em uma particdo agua
e éalcool (1:4, v/v) a 60°C, por 20 minutos, para retirada de pigmentos fenolicos dos
endospermas. Para extracdo da galactomanana, foram utilizados 10 g do endosperma
despigmentado, liofilizado e solubilizado com 900 mL de agua destilada. O material foi
mantido em chapa aquecedora a 75°C por 4 horas. Em seguida, foi filtrado e o residuo
descartado. Para purificacdo da galactomanana, foi adicionado etanol 97% PA (1:3, v/v) em
agitacdo por 4 horas para a precipitacdo do polissacarideo. Tambem foi adicionado NaCl 2,0
g.mol™. Em seguida, o material foi submetido a trés ciclos de precipitagdo com etanol a 99%
(1:1, v/iv), filtrado e centrifugado. O precipitado gelatinoso foi seco por liofilizacdo e o

rendimento foi calculado.

4.2 Preparacao das silicas

4.2.1 Reagentes e solventes utilizados

Na sintese das silicas, todos os reagentes foram de grau analitico sendo: cloreto de
sodio (NaCl, Dinamica, 97%), Pluronic F127 (Sigma-Aldrich), &cido cloridrico (HCI, Vetec,
37%), tetraetoxisilano (TEOS, Sigma-Aldrich), n-butanol (CsH100, Sigma-Aldrich, 97%),
cloreto de potéassio (KCI, Dinamica) e cloreto de célcio dihidratado (CaClz.2H20, Synth).

O copolimero E43S14E43 (ESE) foi sintetizado por polimerizagdo anidnica de 6xido
de estireno seguida por éxido de etileno, gentilmente, cedidos pelo Laboratorio de Polimeros
da Universidade de Manchester (Manchester, UK).

Kit LDH (Liquiform, Lagoa Santa, Brasil), brometo 3[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-
difeniltetrazélio (MTT), Triton® X-100 (Sigma).
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4.2.2 Sintese da silica SBA-16

A mistura de 3,525 g de NaCl, 1,0 g de surfactante Pluronic F127 e 40,0 mL de
HCI 0,5 mol.L foi colocada em um recipiente de polipropileno e em seguida colocou-se em
um banho termostatizado a temperatura de 40 °C, sob agitacdo. Apos trés horas, adicionou-se
a solucdo 4,2 g de TEOS (Tetraetoxisilano) e depois de 20 horas a solugdo foi transferida para
um autoclave e posto na estufa a 100 °C por 24 horas. ApGs esse tempo, lavou-se a solucéo
com &gua destilada, filtrou-se e novamente colocou-se na estufa para secagem. A silica
obtida, denominada SBA-16, foi calcinada a uma taxa de aquecimento de 10°C/min até 550°C
por 5 horas. A Figura 10 mostra o fluxograma de preparacdo da silica SBA-16 (GRUDZIEN
et al., 2006).

Figura 10 - Fluxograma da preparacdo da silica SBA-16

Mistura sob agitacdo a 40°C

l Surfactante F127+ HCI| + NaCl

Apbs 3 horas, a
40°C

'

A mistura sob agitacdo a 40 °C/ 20h

TEOS

'

Secagem na estufa a 100 °C/ 24h

v
Calcinacdo a 10°/min até 550 °C

1 SBA-16

Caracterizaco

Fonte: Autor.

4.2.3 Sintese da silica UFC-A

Foram colocados em um frasco de polipropileno, 5,29 g de NaCl, 0,75 g de
tensoativo E3S14E43 € 60,0 ml de HCI 0,5 mol.L™, essa mistura permaneceu sob agitacdo, a
temperatura de 40 °C durante 3 horas. Em seguida, 6,3 g de TEOS foram adicionados a

solugéo permanecendo nessas condi¢des por mais 20 horas. A mistura entéo foi retirada, posta
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em um autoclave e colocada em estufa a 100 °C durante 24 horas. O s6lido obtido foi lavado,
filtrado e novamente colocado em estufa para secagem. A silica obtida, denominada UFC-A,
foi calcinada a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min a 550 °C durante 6 horas. O

fluxograma de preparacao da silica € mostrado na Figura 11.

Figura 11 - Fluxograma da preparacgdo da silica UFC-A

Mistura sob agitacdo a 40°C

l Surfactante E43Sy,Es + HCI + NaCl

Apds 3 horas, a
40°C

1 TEOS

A mistura sob agitacdo a 40 °C/ 20h

1

Secagem na estufa a 100 °C/ 24h

1

Calcinacédo a 10°/min até 550 °C

1 UFC-A

Caracterizacdo

Fonte: Autor.

4.2.4 Sintese da silica UFC-A - BUuOH

0,6 g de surfactante E43S14E43 em 60,0 ml de HCl a 0,5 mol.L* foram colocados
num frasco de polipropileno, mantidos em banho estabilizado a temperatura de 40 °C sob
agitacdo, em seguida 4,125 g de n-butanol foram adicionados, permanecendo a mistura sob
agitacdo por uma hora. Em seguida, adicionou-se 5,79 g de TEOS continuando o sistema em
agitacdo constante por 24 horas, a mesma temperatura. Para o tratamento hidrotérmico, o
material foi colocado em autoclave de Teflon e aquecido a 100 °C por 24 horas. A silica
obtida, denominada UFC-A - BuOH, foi calcinada a uma taxa de aquecimento de 10 °C/min a
550 °C durante 6 horas. A Figura 12 mostra o fluxograma de preparacdo da silica UFC-A-
BuOH.
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Figura 12 - Fluxograma da preparacdo da silica UFC-A - BUOH

Mistura sob agitacdo a 40°C

1 Surfactante E43S14E43+ HCI + n-butanol

Apos 3 horas, a
40°C

1 TEOS

A mistura sob agitacdo a 40 °C/ 20h

v
Secagem na estufa a 100 °C/ 24h

v

Calcinacdo a 10°/min até 550 °C

1 UFC-A-BuOH

Caracterizagdo

Fonte: Autor.

4.2.5 Sintese das silicas Ca—SBA-16 e Ca-UFC-A

A sintese procedeu da seguinte forma: 4,98 g de KCI, 0,996 g de surfactante
Pluronic F127 e 60,0 mL de HCI 2,0 mol.L? foram colocados sem um recipiente de
polipropileno a temperatura de 40°C, sob agitacdo. Apos trés horas, adicionou-se a solucao
3,312 g de TEOS. Apds a homogeneizagdo da solucdo, adicionou-se 0,521 g de CaClox2H:0.
Depois de reagir por 20 horas, a solucéo foi transferida para um autoclave onde permaneceu a
100°C sob agitacdo por 24 horas. Apds esse periodo, lavou-se a solucdo com agua destilada,
filtrou-se e novamente colocou-se na estufa para secagem. A silica obtida foi calcinada a uma
taxa de aquecimento de 10°C/min até 550°C por 5 horas e foi denominada Ca-SBA-16.

Para sintese de Ca-UFC-A, 1,992 g de surfactante E43S14E4s, 4,98 de KCI e 60,0
ml de HCI 0,5 mol.L? foram colocados em um frasco de polipropileno e mantidos sob
agitacdo a temperatura de 40 °C. Em seguida, foram adicionados 1,712 g de n-butanol e a
mistura permaneceu sob agitagcdo durante uma hora. Posteriormente foram adicionados 3,312

g de TEOS e ap6s uma hora acrescentou-se 0,521 g de CaCl,x2H.0. A mistura ficou sob
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agitagdo por 24 horas a 40 °C. Para o tratamento hidrotérmico, o material foi colocado em
autoclave de Teflon e aquecido a 100 °C por 24 horas. A silica obtida foi calcinada a uma
taxa de aquecimento de 10°C/min até 550°C por 5 horas e foi denominada Ca-UFC-A. A
Figura 13 mostra o fluxograma de preparacdo das silicas Ca-UFC-A e Ca-SBA-16
(TANTIRUNGROTECHAI et al., 2011).

Figura 13 - Fluxograma da preparacdo das silicas Ca-UFC-A e Ca-SBA-16

Mistura sob agitacéo a 40°C

1 Surfactante(F127 ou E43S14E43) + HCI + KCI

Apo6s 3 horas, a
40°C

TEOS
CaCl,x2H,0
A mistura sob agitacdo a 40 °C/ 20h

|

Secagem na estufa a 100 °C/ 24h

1

Calcinacédo a 10°/min até 550 °C

1 Ca-SBA-16 ou Ca-UFC-A

Caracterizagao

Fonte: Autor.

4.3 Preparacao dos Scaffolds S1, S2, S3, S4 e S5

Dois métodos distintos foram utilizados para a preparacdo dos scaffolds. O
método 1 consiste no preparo da solucdo de galactomanana (GM) que serd utilizada em
ambos 0s métodos, onde foi colocada num béquer 200 mg de GM (em pd), em 10 mL de agua
deionizada, sob agitacdo (vortex) por 40 min. Passado esse tempo, a solucdo foi lacrada e
deixado a 40 °C em uma chapa aquecedora sob agitagdo a 850 rpm por 20 min. Apds
homogeneizagéo, foram colocados 10 mg de CaCl>x2H20 & solucéo e levada novamente ao
agitador vortex por mais 20 min. Em seguida, foram pesados e acrescentados a solucdo de

galactomanana 40 mg de silica SBA-16 e 10 mg de CaCl.x2H.0. A solucdo foi submetida a
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homogeneizacdo por meio de um agitador magnético a 850 rpm por 20 min. Em seguida, as
misturas foram colocadas em suporte para a producdo dos scaffolds (2,2 mL), congeladas no
freezer a -10°C, por 24 horas. Apds esse procedimento, os scaffolds formados, denominados
S1, foram liofilizados para posterior caracterizagéo.

Para o preparo dos scaffolds, que serdo denominados S2, realizado pelo método 1,
foi pesado 200 mg de GM e adicionados em 10 ml de &gua destilada, sob agitacdo (vortex)
por 40 min. Passado esse tempo, a solucdo foi lacrada e deixado a 40 °C em uma chapa
aquecedora sob agitacdo a 850 rpm por 20 min. Apds homogeneizacao, foram colocados 10
mg de CaCl>x2H20 a solu¢do e levada novamente ao agitador vortex por mais 20 min. Em
seguida, form pesados e acrescentados a solucdo de galactomanana, 40 mg de silica UFC-A e
10 mg de CaClox2H;0. A solucéo foi submetida a homogeneizacdo por meio de um agitador
magnético a 850 rpm por 20 min. Em seguida, as misturas foram colocadas em suporte para a
producdo dos scaffolds (2,2 mL) congeladas no freezer a -10°C, por 24 horas. ApGs esse

procedimento, os scaffolds formados foram liofilizados.

Ainda utilizando o método 1 para o preparo dos scaffolds, que serdo denominados
S5, foram pesados 200 mg de GM e adicionados em 10 ml de agua destilada, sob agitacao
(vortex) por 40 min. Passado esse tempo, a solugédo foi lacrada e deixada a 40 °C em uma
chapa aquecedora sob agitacdo a 850 rpm por 20 min. ApOs homogeneizacdo, foram
colocados 10 mg de CaCl>x2H.0 a solucéo e levada novamente ao agitador vortex por mais
20 min. Em seguida, foram pesados e acrescentados a solucdo de galactomanana, 40 mg de
silica UFC-A- BUOH e 10 mg de CaClox2H20. A solugdo foi submetida a homogeneizacéo
por meio de um agitador magnético a 850 rpm por 20 min. Em seguida, as misturas foram
colocadas em suporte para a producdo dos scaffolds (2,2 mL) congeladas no freezer a -10°C,
por 24 horas. Apds esse procedimento, os scaffolds formados foram liofilizados e

caraterizados.

No segundo método, preparou-se a solucdo de galactomanana que consiste em
pesar 200 mg de galactomanana (GM) (em po6) e adicionar em 10 mL de agua deionizada, sob
agitacdo (vortex) por 40 min. Passado esse tempo, a solucdo foi lacrada e deixada a 40 °C em
uma chapa aquecedora sob agitacdo a 850 rpm por 20 min. Apés homogeneizacdo, foram
colocados 10 mg de CaClox2H-0 a solucédo e levada novamente ao agitador vortex por mais
20 min. Depois foram pesados 40 mg da silica Ca-UFC-A e inseridos na solucdo de

galactomanana, onde a solugdo foi submetida a homogeneizagédo por meio de um agitador
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magnético a 850 rpm por 20 min. Em seguida, as misturas foram colocadas em suporte para a
producdo dos scaffolds (2,2 mL) congeladas no freezer a -10°C, por 24 horas. Apds esse
procedimento, os scaffolds formados, denominados S3, foram liofilizados para posterior
caracterizagao.

Para o preparo dos scaffolds, denominados S4, realizado pelo método 2, foram
pesados 200 mg de galactomanana (GM) (em p6) e adicionados em 10 mL de &gua
deionizada, sob agitacdo (vortex) por 40 min. Passado esse tempo, a solucdo foi lacrada e
deixada a 40 °C em uma chapa aquecedora sob agitacdo a 850 rpm por 20 min. Apos
homogeneizacdo foram acrescentados 10 mg de CaClox2H,0 a solucédo e levada novamente
ao agitador vortex por mais 20 min. Depois foram pesados 40 mg da silica Ca-UFC-A e
inseridos na solucdo de galactomanana, onde a solugdo submetida a homogeneizagdo por
meio de um agitador magnético a 850 rpm por 20 min. Em seguida, as misturas foram
colocadas em suporte para a producdo dos scaffolds (2,2 mL) congeladas no freezer a -10°C,
por 24 horas. ApoOs esse procedimento os scaffolds formados foram liofilizados e

caraterizados.

4.4 Avaliacéo da Citotoxicidade
4.4.1 Isolamento de Polimorfonucleares (PMN)

Polimorfonucleares, predominantemente neutrofilos (80-90 %), foram isolados a
partir de sangue humano de voluntarios sadios. O sangue foi centrifugado, o plasma
desprezado e a parte celular submetida a um gradiente de densidade, utilizando solucdo de
gelatina em salina 2,5 % (p/v), apos isso foram realizadas sucessivas lavagens com solucéo
salina (LUCISANO e MANTOVANI, 1984). A viabilidade celular foi determinada pelo

ensaio de exclusdo ao corante Azul de Tripan, a partir da contagem de 200 células.

4.4.2 Avaliacéo da enzima lactato desidrogenase

Neutrofilos (2,5 x 10° células/mL) foram incubados por 15 min a 37 °C na
presenca de S1, S2, S3, S4 e S5 (10, 50 e 100 pg/mL), agua (veiculo da substancia —
Controle), Hanks (células ndo-tratadas) e Triton x-100 (0,2 % - padrdo citotdxico). A seguir,
a placa de 96 pogos contendo os grupos em estudo, foi centrifugada a 755 g, por 10 min a
4 °C. Os sobrenadantes foram transferidos para outra placa de 96 pogos e a determinacgdo da
atividade da enzima LDH realizada.

O ensaio foi feito utilizando o Kit LDH (Liguiform) que tem como fundamento a
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medida do decréscimo da absorbéancia devido a oxidacdo do NADH, o qual é proporcional a
atividade de LDH na amostra. O sobrenadante foi colocado em contato com o substrato de
tal enzima e imediatamente ocorreu a leitura da absorbancia em 340 nm nos tempos de 1 e 3
min, a 37 °C, em espectrofotdmetro. A atividade da enzima LDH foi calculada seguindo as
especificagcdes do fabricante da seguinte maneira:

A=[(A1-A2)/2] x 1746,03

Onde:

A= atividade da enzima LDH na amostra em U/L;

A1= absorbancia inicial (1 min) em 340 nm;

A2= absorbancia final (3 min) em 340 nm;

1746,03 = fator de calculo estipulado pelo fabricante para volume de amostra de 25 L.

O ensaio foi realizado em triplicata.
4.4.3 Teste do MTT

Neutréfilos (5,0 x 108 células/mL) foram incubados por 30 min a 37 °C com S1,
S2, S3, S4 e S5 (10, 50 e 100 ug/mL), agua (veiculo da substancia — controle), Hanks (células
ndo-tratadas) e Triton x-100 (0,2 % - padrdo citotoxico) em placa de 96 pocos. Apds o
periodo de incubacdo, a placa foi centrifugada a 2000 rpm por 15 min e o sobrenadante
descartado. Em seguida, foram adicionados 150puL da solucdo de MTT (5mg/mL) a placa de
96 pocos, seguido de incubacéo por 3 horas a 37 °C. Passado o periodo de incubacéo realizou-
se uma segunda centrifugacdo, nas mesmas condi¢bes da primeira, o sobrenadante foi
descartado e a placa mantida em estufa a 37 °C por 48 horas. Por fim, foram adicionados 150
puL de DMSO para a solubilizacdo do sal de formazan. A placa passou por agitacdo durante 15
min com o auxilio de um agitador de placas e a absorbancia foi entdo medida em leitor de

microplacas a 560 nm (MOSMANN, 1983). O ensaio foi realizado em triplicata.
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4.5 Instrumental

4.5.1 Espectroscopia de absorcéo na regido do infravermelho (FT-IR)

Os espectros vibracionais das amostras foram obtidos em espectrometro da
SHIMADZU FTIR 8300 na regido de 4000 - 400 cm™, utilizando um scan de 120 em
pastilhas de brometo de potéassio e uma resolugéo 4 cm™.

4.5.2 Analises Termogravimétricas (TG/DTG)

As curvas termogravimétricas das amostras foram obtidas em um equipamento
modelo SHIMADZU TGA-60, utilizando massa entre 2 mg a 5 mg, em ar sintético. Durante o
procedimento a amostra foi aquecida em uma rampa constante de temperatura, em torno de 10

°C/min, na faixa de temperatura de 25-1000 °C.

4.5.3 Adsorcéo-dessorcao de N2

As caracteristicas de porosidade das amostras foram analisadas usando um
equipamento Autosorb (Quantachome), com desgaseificacdo de 24 horas a 150 °C, utilizando
gas nitrogénio a 77 K. Os dados de volume adsorvido e dessorvido em varias pressoes
relativas foram utilizados para gerar informac6es sobre a area superficial, volume de poros,
distribuicdo e tamanho médio de poros. As areas superficiais foram determinadas usando-se a
teoria das isotermas de adsorcdo de nitrogénio de Brunauer, Emmett e Teller (BET)
(BRUNAUER, 1938; WALTON e SNURR, 2007). As analises do tamanho de poros e

volume total de poros foram obtidas pelo método Barret, Joyner e Halenda (BJH).

4.5.4 Espalhamento de raios-X a baixo angulo (SAXS)

As analises das amostras SBA-16 e UFC-A foram realizadas em um difratdmetro
Anton-Paar SAX Sess mc2, no qual é composto por carregador automatico e porta-amostras
giratorio. As medidas foram realizadas com o aparelho operando a uma tensdo de 45 kV e
uma corrente de 40 mA.

As andlises das amostras (S1, S2, S3, S4, S5, Ca-SBA-16, Ca-UFC-A, UFC-A-
BuOH e GM) foram realizadas em um equipamento Bruker AXS 2D Nanostar (EUA) com
radiacdo CuKa (A = 1,5406 A), operando a 40 kV/35 mA na faixa de 0,007-0,23 A, com uma
distancia entre a amostra e o detector de 1007 mm e resolucdo minima em q = 0,007 A, As
medidas de espalhamento de raios X foram realizadas durante 3000s (as amostras Ca-SBA-16

e Ca-UFC-A também foram realizadas durante 9000 s).
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4.5.5 Analise Elementar

Foi utilizado um analisador elementar Perkin-Elmer modelo CHNS 2400, com
massas de amostras de ordem de 20 mg. A analise foi realizada na Escola de Quimica da
Universidade de Manchester (Manchester, UK).

4.5.6 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Para as amostras de scaffolds foram realizadas analises de Microscopia Eletrénica
de Varredura atraves do Microscopio Eletronico de Varredura de 20.000 kV de for¢a, na
Central Analitica da Universidade Federal do Ceara.

4.5.7 Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

As micrografias dos materiais preparados foram obtidas através do microscopio
eletronica de transmissdo Hitachi®HT7700 TEM, com aceleragdo de feixe de 120 kV. As
imagens foram obtidas por deteccdo de elétrons secundarios. ApOs 0 preparo, as amostras

foram analisadas pelo Electron Microscopy Laboratory da Universidade de Santiago de Chile.

4.5.8 Espectrometria de emisséo optica com plasma acoplado indutivamente (ICP-OES)

O equipamento ICP-OES (Perkin Elmer, Modelo Optima 7000 DV, EUA) foi
usado para a quantificacdo de calcio. A seguinte linha espectral foi empregada: Ca (393,366
nm). A medida foi feita em triplicata e as areas dos picos de intensidade foram integradas no
respectivo comprimento de onda do elemento calcio. Os parametros utilizados foram:
Condicdes operacionais do ICP-OES (configuracdo axial e radial). Camara de Nebulizacéo:
Double-pass Nebulizador Cross-flow Injetor de Alumina 2,4 mm, Gerador de radio frequéncia
40 MHz, Poténcia de radiofrequéncia 1100 W, Fluxo gas (argonio) de plasma 15 min~?, Fluxo
de nebulizacdo de argonio 0,8 L mint, Fluxo auxiliar de argbnio 0,5 L min?, Taxa de
aspiracdo da amostra 1,4 L min!. Para digestdo de 200 mg das amostras de S1; S2; S3; S4 e
S5; Ca-SBA-16 e Ca-UFC-A foram utilizados 5 mL de HNOz a 65%. As amostras foram
colocadas num bloco digestor a 120°C por 3 horas. Em seguida, elas foram diluidas para um

volume de 20 mL do mesmo acido. A digestdo foi feita em triplicata.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Espectroscopia de absorg¢éo na regido do infravermelho (FT-IR)

Na Figura 14, para todos os espectros de infravermelho das silicas observam-se
uma similaridade nas bandas caracteristicas as silicas porosas: a banda larga entre 3200 a
3700 cm™ que é comumente atribuida as tensdes simétricas e assimétricas das ligagdes da
agua adsorvida a superficie do 6xido através de ligacGes hidrogénio e as vibragdes OH nos
diferentes grupos silandis (Si-OH). A banda em 1640 cm™ esta associada a deformacéo
H—O—H da &gua adsorvida, remanescente no material. As bandas em torno de 917 a 1250 cm
L estdo associadas com a formacdo da rede de silica condensada e as tensdes assimétricas de
Si—O-Si na estrutura. A banda, nessa regido, também e referente a ligagcdo Si—O—Ca (917 cm’
1Y (PEYNE et al., 2017). Grupos Si—OH mostram uma banda a aproximadamente 940 cm™,
relacionada a silica ndo condensada devido a hidrolise parcial. Aléem disso, 0 aparecimento da
banda em 800 cm™ esta associado a vibragdo de estiramento Si—O (PARIDA et al., 2006). A

Tabela 1 mostra os valores referentes as atribuicdes das bandas do espectro de infravermelho
para as silicas.

Figura 14 - Espectro de infravermelho para as silicas (a) Ca-UFC-A; (b) Ca-
SBA-16; (c) UFC-A — BuOH; (d) SBA-16 e (e) UFC-A
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Tabela 1 - AtribuicBes das bandas para as silicas

Namero de onda Atribuicdes
(cm™)
800 Vibragdo Si—O (PARIDA et al., 2006)
940 v Si-OH (AKTI, 2019)
917- 1250 v assimétrico Si—O—Si e Si—~O—Ca (PEYNE et al., 2017)
1640 O-H (VATANPOUR et al., 2020)
3200-3700 O-H ou Si—OH (SAYADI et al., 2020)

A Figura 15 mostra os espectros de infravermelho para a galactomanana (GM) e
0s espectros dos respectivos scaffolds com as silicas incorporadas, onde se pode observar que
todos exibem bandas similares devido a predominéncia da GM na formagdo do material
hibrido. Os espectros exibem bandas (3670 a 3020 cm™) relacionadas ao estiramento
vibracional O—H, presente tanto nas silicas (grupos silandis, Si—OH, existentes na silica)
guanto na galactomanana, havendo sobreposicdo das bandas referentes. A banda em 2916 cm’
refere-se ao estiramento C—H presente na GM. Na regido em torno de 1650 cm™ observa-se
0 estiramento assimétrico correspondente as ligacbes C—O e O—H (AIMIN et al., 2011).

As bandas em torno de 917 a 1250 cm™ estdo associadas a ligagdo Si—O—Si na
estrutura da silica, como também ao grupo C—O do anel piranosidico da GM (CERQUEIRA
et al., 2009). Observou-se também bandas em 876 e 817 cm?, relacionadas a ligacGes
anoméricas dos grupos -D-manopiranoses e a-D-galactopiranoses (ALBUQUERQUE et al.,
2014), respectivamente, presentes na GM, assim como a sobreposicdo de bandas referentes,
nessa regido, associadas a vibragdo de estiramento Si—O na silica de cada scaffold. A Tabela 2
mostra os valores referentes as atribui¢es das bandas do espectro de infravermelho para os

scaffolds e para a galactomanana.
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Figura 15- Espectro de infravermelho para os scaffolds S1, S2,
S3, S4, S5 e para a galactomanana
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Tabela 2 - Atribuicfes das bandas para os scaffolds S1, S2, S3, S4, S5 e para a galactomanana

Numero de onda Atribuictes

(cm™)

876 e 817 Si—O e ligagdes anoméricas a e p (GM) (ALBUQUERQUE et al., 2014)

917- 1250 v assimétrico Si—O—Si e C—O (anel) (CERQUEIRA et al., 2009)
1650 C—0 e O—H (AIMIN et al., 2011)
2916 v simétrico CH (CH: e CHz) (WANG e SOMASUNDARAN, 2007)
3020-3670 O—H (YUEN et al., 2009)

5.2 Analises Termogravimeétricas (TG/DTG)

A Figura 16 mostra as curvas termogravimétricas para as silicas SBA-16, UFC-A-
BuOH, Ca-UFC-A, Ca-SBA-16 e UFC-A, respectivamente. As curvas apresentam
comportamentos similares em que se podem observar dois eventos de perda de massa, 0
primeiro mostra uma perda de massa referente a molécula de agua incorporada na silica
(MOLAEI e GHADERMAZI, 2020). O segundo evento é referente a perda de massa do
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surfactante que nédo foi totalmente removido na calcinacdo. Sendo que a curva da Figura 16
(b) apresenta uma quantidade consideravel de perda de massa, isto esta relacionado ao fato da
silica ainda ndo ter sido passado pelo processo de calcinacéo.

Figura 16 - Curvas termogravimétricas para silicas (a) SBA-16, (b) UFC-A, (c) Ca-UFC-A,
(d) Ca-SBA-16 e (e) UFC-A - BuOH
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A Figura 17 mostra as curvas referentes a termogravimetria (TG/DTG) para a
galactomanana e os scaffolds produzidos. O resultado de analise termogravimétrica
(TG/DTG) para a amostra de galactomanana de juca, mostrou uma temperatura
correspondente a maior perda de massa (69,85 %) que ocorre por volta de 303 °C. A primeira
perda de massa desse polimero natural foi de 9,9 %, esta relacionada a umidade da amostra,
onde demonstra o caracter hidrofilico da galactomanana.

As curvas termogravimétricas (Figura 17) relacionadas a perda de massa dos
scaffolds sdo bem similares as apresentadas pela galactomanana, isso se deve a presenca
majoritaria do polimero no material hibrido, com isso apresentam quatro eventos expressivos,
o primeiro refere-se a perda de agua presente no material hibrido (intervalo de 25-180 °C). O
segundo refere-se possivelmente a perda de massa do polimero galactomanana (180-350 °C).
O terceiro evento ocorre em torno de (350-600 °C) estéa relacionado a formacgéo de compostos
intermediarios de calcio (CaClz ou/e Ca(OH)2) e a sua decomposicéo termica (SOUZA et al.,
2012).
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Figura 17- Curvas de TGA e DTG para as amostras: (a) Galactomanana; (b) S1; (c) S2; (d)

S3; (e) S4 e (e) Sb
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5.3 Adsorcao-dessorcao de Na

A Figura 18 ilustra as isotermas de adsorcdo e dessor¢do de N2 para as silicas
SBA-16 (Fig. 18 (a)) e Ca-SBA-16 (Fig. 18 (c)), as quais exibem isotermas do tipo IVa
(THOMMES et al., 2015), caracteristica de materiais mesoporosos e exibem histereses do tipo
H2a para silica SBA-16 e H2b para Ca-SBA-16 (THOMMES et al., 2015), de acordo com a
classificagdo IUPAC, sendo a ocorréncia de histerese fun¢éo do formato do poro (TEIXEIRA
et al., 2001). A silica SBA-16 apresenta area superficial de 574 m?/g e a silica Ca-SBA-16

apresenta area de 200 m?/g.

Figura 18 - Isoterma de adsorcdo e dessorcdo de N, para as silicas (a) SBA-16, (c) Ca-
SBA-16; distribuicdo de tamanho de poros para a silica (b) SBA-16, (d) Ca-SBA-16
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As Figuras 18 (b) e 20 (d) mostram os gréaficos de distribuicdo de tamanho de
poros, um parametro muito importante para o estudo da estrutura porosa, a partir dos
resultados de adsorcdo e aplicando o método de BJH (BARRET, JOYNER E HALENDA),

observa-se um valor médio de diametro de poros de 3,14 e 7,01 nm para a silica SBA-16 e
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Ca-SBA-16, respectivamente. Portanto, as silicas SBA-16 e Ca-SBA-16 tratam-se de
materiais que apresentam porosidade majoritariamente meso (2nm < d > 50 nm).

A Figura 19 ilustra as isotermas de adsorcdo e dessor¢do de N2 para as silicas
UFC-A (Figura 19 (a)), UFC-A-BUOH (Figura 19 (c)) e Ca-UFC-A (Figural9 (e)), as quais
exibem isotermas do tipo Ib para a silica UFC-A e IVa para as silicas UFC-A-BUOH e Ca-
UFC-A, com éareas superficiais de valores respectivos de: 856; 327 e 729 m?/g e exibem
histereses do tipo H4 para as silicas Ca-UFC-A e UFC-A-BUOH. As Figuras 19 (b), 19 (d) e
19 (f) mostram os graficos de distribuicdo de tamanho de poros, onde se podem obter valores
médios do didmetro de poro de cada silica. Para a silica UFC-A o didmetro médio de poros é
de 2,71 nm, para UFC-A-BUOH de 4,55 nm e Ca-UFC-A é de 3,84 nm.

A Tabela 3 sumariza os valores obtidos das isotermas e graficos de distribuicéo de
cada silica, onde se pode observar que as silicas UFC-A, UFC-A-BuOH e Ca-UFC-A
apresentam tanto a porosidade micro como meso em suas estruturas. Ao comparar os valores
referentes as silicas que contém céalcio em sua estrutura (Ca-SBA-16 e Ca-UFC-A) (Tabela 3),
pode-se observar que, com a incorporacdo de célcio dentro da estrutura da silica e na sua

superficie, houve uma diminuicdo do volume do poro e da area superficial de ambas as silicas.

Tabela 3 - Efeito da adicdo de Ca e butanol na estrutura de poros de amostras de silica

determinadas por isotermas de adsorc¢éo / dessorcao de N>

AmOStraS aSBET bSmicro cVmicro deeso thotal Diémetro de

(m?lg)  (m?lg) (cm’g) (cm®g) (cm®/g)  poros (nm)

SBA-16 574 - - - 0,449 3,14
Ca-SBA16 200 - - - 0,351 7,01
UFC-A 856 420,2 0,091 0,490 0,581 2,71
Ca- UFC-A 327 29,3 0,002 0,370 0,372 4,55
UFC-A- BuOH 729 164,7 0,021 0,680 0,701 3,84

2 N, Isoterma: BET area; ®¢ Método t-Plot: area e volume de microporos;® Volume de mesoporo estimado
pelaequacao: Vimeso= Viotal - Vmicro; © Volume de poro P/Po = 0.99.



Figura 19 - Isotermas de adsorcdo e dessorgdo de N, para as silicas: (a) UFC-A, (c)
UFC-A-BUOH, (e) Ca-UFC-A,; distribuicdo de tamanho de poros para as silicas (b)

UFC-A, (d) UFC-A-BUOH, (f) Ca-UFC-A
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5.4 Espalhamento de raios-X a baixo angulo- SAXS (Small Angle X-Rays Scattering)

50

Considerando que 0s materiais mesoporosos nao sao cristalinos em nivel atémico,

as reflexdes em angulos de espalhamento mais altos ndo podem ser observadas. No entanto,

mesmo quando os materiais mesoporosos ordenados sao materiais amorfos em uma escala de

curto alcance, a ordem de longo alcance ainda produz distintos padrdes de difracdo em

angulos na faixa de 0,5 < 20 < 5 quando as condic¢des de Bragg sao atendidas (ANDRADE et

al., 2013).

A Figura 20 mostra os padrfes de SAXS das amostras de SBA-16, S4, Ca-SBA-

16 e S1. Todas as amostras mostraram reflexdes caracteristicas na regidao de 26 = 0,5 - 1,5°
que coincidem com o padréo relatado de mesoestrutura da SBA-16 (ANDRADE et al., 2018).

Figura 20 - Espalhamento de raios-X a baixo angulo para as amostras (a) SBA-16,
(b) S4, (c) Ca-SBA-16 e (d) S1
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A Figura 20 (a) mostra os padrdes de SAXS para a amostra SBA-16, a qual revela

um pico intenso relacionado ao plano de difracdo (110) e dois picos menores relacionados aos

planos (200) e (211). Essas reflexdes podem ser indexadas ao grupo espacial cubico de corpo

centrado Im3m (MEYNEN et al., 2009) formadas pelo empacotamento de tubos cilindricos,
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fornecendo assim uma indicacdo da estrutura do SBA-16. Vale ressaltar que as amostras
modificadas (Figura 20 (b), 20 (c) e 20 (d)) também exibem um pico bem resolvido indexado
ao plano (110), tipico de estruturas mesoporosas ctbicas. De fato, o pico intenso relacionado a
reflexdo do plano (110) permaneceu presente nas amostras mesmo apds a incorporagdo de
calcio e galactomanana nas amostras S4, Ca-SBA-16 e S1 sugerindo dessa forma que houve
apenas uma pequena perda de ordenacdo estrutural na matriz mesoporosa. Além das reflex6es
caracteristicas, a posi¢do do primeiro pico em torno de 26 = 0,56 para a silica SBA-16, 0,90
para S4 e Ca-SBA-16 e 0,80 para S1 permite a determinacéo direta da distancia centro-centro

entre poros adjacentes ajustando os dados experimentais para a lei de Bragg (nA = 2dsenf) e a

| ~ 1
relacéo (d%kz

= h? + k? + 1?)/a2) para materiais com rede cubica (a, = V2d,,), onde d

corresponde a distancia interplanar e ap € o parametro de célula (MASSA, 2004; ZHAO et al.,
2013).

No caso da SBA-16, a sua estrutura cubica caracteristica tinha um parametro de
celula unitaria correspondente de ap = 22,3 nm com um espagamento diio de 15,8 nm. Os
padrdes SAXS das amostras de superficie modificada S4, Ca-SBA-16 e S1 apresentaram
valores ag de 13,6 e 15,6 nm e d110 valores de 9,6 e 11,0 nm, respectivamente. Estes resultados
indicaram que a modificacdo da parede dos poros ndo afeta a ordem estrutural do material. A

Tabela 4 sumariza esses resultados.

Tabela 4 - Propriedades texturais e estruturais das
amostras SBA-16, S4, Ca-SBA-16 e S1

Amostra di1o ao
(nm) (nm)
SBA-16 15,8 22,3
Ca-SBA-16 9,6 13,6
S1 11,0 15,6
S4 9,6 13,6

As amostras dos materiais hibridos e da silica modificada com calcio apresentam
maiores picos de difracdo, indicando que a estrutura desses materiais € menos regular que a
SBA-16, como ja mencionado. N&o é de surpreender que o padrdo para SBA-16 seja mais

acentuado do que para os materiais hibridos e a silica modificada, dado que o primeiro exibe
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mesoporos muito mais uniformes, como mostrado pelas isotermas de adsorcdo (Figura 20
(a)).

O deslocamento dos picos em 20 para as amostras modificadas, revelou uma
diminuicdo da distancia interplanar, isso pode ser atribuido a diminui¢do do volume dos poros
devido a ocupacdo destes pelo célcio. Também foi calculada a espessura da parede dos poros,
a partir de consideragdes geométricas e do parametro de célula (h = ap — Dy), onde Dy é
didmetro do poro obtido a partir da adsorcéo de No.

A Figura 21 mostra os padrdes de SAXS para as amostras com UFC-A, tanto as
silicas modificadas quanto os scaffolds (Figura 21 (a) UFC-A, (b) UFC-A-BUOH, (c) Ca-
UFC-A, (d) S3, (e) S5, (f) S2). Os difratogramas mostram apenas um plano de difracdo na
regido de 260 = 1,0- 3,0°. Difracfes nessa regido séo indexadas a reflexdes em (200), (210) e
(211), as quais sédo baseadas na estrutura de silica SBA-1 e consequentemente em uma
estrutura cubica simples Pm3n (ZHAO e WANG, 2007; LI et al., 2015). Os padrdes mostram,
portanto que o material aqui sintetizado é similar a silica SBA-1, porém usando outra rota
sintética. Outro pico € observado em uma regido de maiores angulos entre 3,0 e 5,0, indicando
um alto grau de organizacao da estrutura cubica.

A Figura 21 mostra que a ordem estrutural é preservada mesmo apo0s a
incorporacdo de célcio (Figura 21 (c) e (d)) e modificagdo com galactomanana (Figura 21 (e)
e (f)), entretanto a intensidade da difracdo decresce e o pico torna-se mais largo. Isso implica
alguma degradacdo na ordenacdo estrutural das amostras modificadas induzida pela

incorporacgdo de galactomanana.
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Figura 21- Espalhamento de raios-X a baixo angulo para as amostras (a) UFC-A,
(b) UFC-A-BUOH, (c) Ca-UFC-A, (d) S3, (e) S5, (f) S2, respectivamente
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Observa-se ainda gque essas amostras modificadas tiveram também suas reflexdes
deslocadas para angulos menores, isso revela um aumento na distancia interplanar. Esse
deslocamento pode ter ocorrido também por causa da presenca de alcool n-butilico, usado
para expandir os poros, pois deslocamentos para angulos menores também implica aumento
dos mesoporos. Devido a natureza hidrofébica do alcool n-butilico, ele pode difundir-se na
regido hidrofébica das micelas do surfactante, aumentando o volume e o raio da micela,

consequentemente aumentando o tamanho do poro.
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O parametro de célula unitaria foi calculado através da formula (a, = d,10V5) €
a amostra contendo alcool n-butilico apresentou maior valor, isso estd consistente com o que

foi observado anteriormente. A Tabela 5 sumariza as propriedades dessas amostras.

Tabela 5 - Propriedades texturais e estruturais das
amostras UFC-A, UFC-A-BuOH, Ca-UFC-A S3, S5, S2

Amostra da10 ao
(nm) (nm)
UFC-A 6,2 13,8
UFC-A-BuOH 5,7 12,8
Ca-UFC-A 59 13,2
S2 6,1 13,8
S3 58 12,9
S5 7,7 17,2

5.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Através do microscopio eletronico de varredura foi possivel observar a morfologia
de aspecto esponjosa dos scaffolds (Figura 22). Os espectros de energia de dispersdo (EDS)
(Figura 22) também foram dispostos, onde podemos averiguar semiquantitativamente a

presenca majoritaria dos atomos de carbono, oxigénio, silicio e calcio presentes nos materiais
hibridos.

A presenca de aglomerados de silica foi evidenciada. Esses granulos estdo
presentes em toda asuperficie e provavelmente no interior do material, como se pode observar
nas micrografias. No EDS, observa-se a cor referente aos atomos de silicio, atomo

constituinte apenas na estrutura atbmica da silica, presente nesses aglomerados.

Na Figura 22 (S3), foi possivel observar uma disposi¢do irregular e ndo-
homogénea da dispersdo da silica na superficie do material, isso se da possivelmente durante a

dispersdo da silica na solu¢do no momento em que os materiais foram preparados.



Figura 22 - Micrografias (MEV) a esquerda e espectros de EDS dos scaffolds a direita
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5.6 Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET)

A Figura 23 mostra as micrografias de transmissdo (MET) referentes as silicas
produzidas. A homogeneidade da formacdo dos canais nas amostras, principalmente as
amostras Ca-SBA-16, SBA-16 e UFC-A (Figura 23 (b), (d) e (e), respectivamente), mostram
um arranjo ordenado, o que significa que esses materiais bem ordenados fornecem
caracteristicas que favorecem o material e posteriores materiais hibridos, tais como, elevada
area superficial, tamanho de poros bem definidos e estabilidade térmica. Vale salientar que,
de acordo com a analise de SAXS, as amostras SBA-16 e Ca-SBA-16 apresentaram estrutura
cubica (BANAFTI et al., 2020), onde se pode observar a ordenacdo estrutural das amostras

nas micrografias correspondentes.

Na micrografia referente a amostra UFC-A-BuOH (Figura 23 (c)) observa-se a
homogeneidade dos microporos em sua estrutura, mas sdo pouco Visiveis 0s seus canais isso
se deve por causa da remocdo parcial do surfactante (E4sS14E43) e co-surfactante (alcool n-
butilico) no processo de calcinacdo. Comparando as silicas que apresentam calcio em sua
estrutura pode-se observar que o ion calcio ndo prejudicou as propriedades estruturais da
amostra Ca-SBA-16 (Figura 23 (b)), esse material apresentou canais longos e uma boa
distribuicdo dos poros ao longo de sua estrutura. Em contrapartida, a amostra Ca-UFC-A
apresentou uma pequena desorganizagdo em Seus canais e poros, isso se da devido a
ineficiente incorporacdo de calcio em sua estrutura, ja que pela analise de adsorcdo de N»
(Figura 19) foi confirmado o aumento do didametro de poro e heterogénea distribuicdo dos

poros.



Figura 23 - Micrografias de Transmisséo para as silicas (a) Ca-UFC-A, (b) Ca-SBA-16, (c)
UFC-A- BUOH, (d) SBA-16 e (e) UFC-A
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5.7 Espectrometria de emissdo Optica com plasma acoplado indutivamente (ICP-OES)

A espectrometria de emissdo Optica com plasma acoplado indutivamente (ICP-
OES) é uma técnica multielementar, rapida e sensivel que pode ser apropriadamente aplica da
para a determinagdo de metais em amostras. A Tabela 6 mostra a concentracdo de célcio

quantificada nas amostras analisadas:

Tabela 6 - Resultados apresentados em g. L™ para as amostras

Amostras Elemento Concentracédo Desvio Intervalo de
(g. LY Padrdo Confianca

S1 Ca 12,6 0,27 0,67

S2 Ca 14,0 0,27 0,67

S3 Ca <LD - -

S4 Ca 0,54 0,09 0,23

S5 Ca 10,6 0,01 0,04

Ca-SBA-16 Ca 3,97 0,03 0,08

Ca-UFC-A Ca 3,64 0,02 0,06

LD: 0,02 mg L™ (Ca)

Comparando as amostras S1 e S4, onde foram utilizados métodos distintos de
incorporacdo do calcio aos scaffolds, pode-se observar que na amostra S1, em que o ion foi
incorporado fisicamente, hd uma maior concentracdo de calcio do que na amostra S4 em que a
incorporacdo do ion foi realizada concomitantemente a sintese da silica. Observa-se a mesma
situacdo para as amostras S2 e S3. Portanto, 0 método 1 em que s6 se faz uma mistura com
CaCly, galactomanana e silica, mostrou-se mais eficaz no quesito maior concentracdo de

calcio no scaffold.

5.8 Analise Elementar

Os teores de carbono, enxofre, hidrogénio e nitrogénio das amostras foram
quantificados por analise elementar. A Tabela 7 apresenta os resultados das analises. Pode-se
observar que a analise elementar para os scaffolds (S1; S2; S3; S4 e S5) mostrou uma
considerdvel quantidade de carbono, isso se deve a galactomanana presente na formacao do
scaffold, ja que a silica contém apenas os atomos de silicio, oxigénio e hidrogénio em sua

composicdo. A porcentagem de carbono que se nota nas amostras em que contém apenas a
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silica (Ca-SBA-16; Ca-UFC-A; UFC-A-BuOH e UFC-A), deve-se ao resquicio de surfactante
que néo foi totalmente retirado ao realizar a calcinagio desta.

Pela analise elementar, pode-se observar também a pureza do material, levando-se
em conta que nitrogénio e enxofre podem estar possivelmente associados a impurezas.
Portanto, percebe-se que a auséncia desses elementos no material indica um confiavel grau de
pureza (TOLEDO, 2020).

Tabela 7 — Andlise elementar dos scaffolds e das silicas

Amostras Carbono (%) Enxofre (%) Hidrogénio (%) Nitrogénio (%)

S1 29,81 n.e* 5,63 n.e*

S2 30,03 n.e* 5,18 n.e*

S3 33,15 n.e* 5,92 n.e*

S4 32,79 n.e* 5,65 n.e*

S5 28,48 n.e* 5,67 n.e*
Ca-SBA-16 0,19 n.e* 0,66 n.e*
Ca-UFC-A 0,02 n.e* 0,73 n.e*
UFC-A-BuOH 0,11 n.e* 0,57 n.e*
UFC-A 0,13 n.e* 1,43 n.e*

*nao encontrado.

5.9 Ensaios de citotoxicidade

A citotoxicidade dos scaffolds S1, S2, S3, S4 e S5 em neutrofilos humanos foi
avaliada por dois ensaios: atividade de LDH (Tabela 8) e teste de MTT (Figura 24). A LDH ¢
uma enzima presente no citoplasma celular e seu aumento no ambiente extracelular é
indicativo de dano a membrana celular. Os resultados ndo mostraram aumento na liberacdo de
LDH em nenhuma concentracdo testada quando comparada ao veiculo (controle negativo).
Alem disso, nenhuma concentracdo de S1, S2, S3, S4 e S5 reduziu a atividade mitocondrial

de neutrofilos humanos medida pelo teste MTT quando comparada ao grupo controle. Esses
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resultados sugerem que S1, S2, S3, S4 e S5 ndo afetam significativamente a viabilidade

celular dos neutréfilos.

Tabela 8 - Avaliacdo da toxicidade de S1, S2, S3, S4 e S5 medida pela atividade da lactato
desidrogenase (LDH) em neutrofilos humanos. Hanks: células ndo tratadas, controle (agua,
controle negativo), Triton X-100 (0,2%, controle positivo). * Vs. controle (controle negativo).

Os resultados representam médias + SEM. (p <0,05; ANOVA e teste post hoc de Tukey)

Grupo Concentracéo Atividade
(ng/mL) LDH (U/L)
Hanks - 1,97 £ 0,26
Controle - 2,29 £ 0,20
S1 10 1,90 + 0,13
50 1,72 £0,15
100 1,51+0,18
S2 10 3,13+0,11
50 2,87 +0,39
100 2,60 + 0,32
S3 10 2,61 +0,30
50 3,13 +0,43
100 2,81 +0,44
S4 10 2,26 +0,19
50 1,55+0,18
100 1,76 £ 0,27
S5 10 1,51+0,14
50 1,86 £ 0,21
100 1,43+0,25
Triton X-100 0,2% 100 +1,38*
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Figura 24 - Avaliagdo da toxicidade de S1, S2, S3, S4 e S5 no teste MTT em neutrofilos
humanos. Hanks: células ndo tratadas, controle (controle negativo), Triton X-100 (0,2%,
controle positivo). * vs. veiculo (agua). Os resultados representam meédias + SEM. (p <0,05;
ANOVA e teste post hoc de Tukey)
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6 CONCLUSOES

As silicas produzidas para a preparacdo dos materiais hibridos apresentaram dois
tipos de porosidade (micro e meso), indicando que os materiais se assemelham a porosidade
do tecido d6sseo, como foi confirmado pelas analises de adsor¢do e dessorcao de N2. As silicas
apresentaram estabilidade térmica, comprovada pelas analises de termogravimetria,
propriedades que somatizam com as propriedades da galactomanana ja citadas nesse trabalho.

A andlise elementar mostrou que o0s materiais produzidos estdo livres de
impurezas, o que os qualificam como materiais de confidvel grau de pureza. As analises de
SAXS mostraram que os materiais produzidos sdo ordenados estruturalmente, mesmo com a
juncéo a galactomanana.

Pode-se comprovar atravées da analise de ICP e MEV que o calcio foi introduzido
nas silicas e nos scaffolds, excetuando a silica Ca-UFC-A e o scaffold S3 que devido a sua
microporosidade ndo teve uma incorporacdo do ion efetiva. Os ensaios de citotoxicidade
mostraram que os scaffolds produzidos ndo sdo toxicos e ndo afetam significativamente a
viabilidade celular dos neutrdfilos.

Os scaffolds sintetizados apresentaram boa estabilidade térmica e presenca de
elementos quimicos essenciais a mineralizacdo 6ssea. O desenvolvimento desses biomateriais
com calcio apresentado como mineralizadores promissores do tecido ¢sseo, devido a sua boa
morfologia e atoxicidade, a partir das analises de microscopia e ensaios citotoxicos, que

simulam a morfologia do 0sso, sdo, portanto, materiais relevantes na area biomédica.
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