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RESUMO: A demanda de materiais novos que sirvam como meio
bivativo ou arcabongos porosos para aplicagoes no campo biomédico vem
ito de idade geral da populacao, doencas
causadas por acidentes on recorrentes a tranmas, reduzindo a qualidade

tando devido a0 an

de vida. Esponjas de dgna doce retiradas do Rio Negro (Amazonas,
Brasil) apresentam estrutura silicosas, surgindo como fonte alternativa para
diversas aplicagoes. Estudos demonstram que estruturas porosas revestidas
de apatita bioldgica anmentam a adsorcio de proteinas e aceleram a adesio
de células osteogénicas. O objetivo desse trabalho foi avaliar a morfologia da
superficie a composicao quimica presente por técnicas de difragio de raios
X (DRX), espectroscopia de infravermelbo com transformada de Fourier
(FTIR), microscopia eletronica de varredura (MEV) e espectroscopia de
raios X por energia dispersiva (EDS), observando a presenca de estruturas
silicdticas que, em meio bioldgico, favorecem a osteogénese e consequentemente
0 prrocesso de regeneragdo dssea.

PALAVRAS-CHAV'E: Caracterizagio. Esponja de dgna doce.
Arcabongos.

ABSTRACT: The demand for new materials that serve as a bioactive
medinm or porous frameworks for applications in the biomedical field has
been increasing due to the general age increase of the population, illnesses
caused by accidents or recurrent to trauma, which reduce the quality of life.
Freshwater sponges taken from the Rio Negro (Amazonas, Brazil) have
siliceous structure, appearing as an alternative source for applications
several. Studies have shown that porous structures coated with biological
apatite increase the adsorption of proteins and accelerate the adbesion
of vsteogenic cells. The objective of this work was to evaluate the surface
morphology and chemical composition by means of X-ray diffraction
(SRX) techniques, Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR),
scanning electron microscopy (SEM) and X-ray spectroscopy by dispersive
energy (EDS), observing the presence of mainly silica structures which,
in biological environment, favor osteogenesis and consequently the process
of bone regeneration.

KEYWORDS: Characterization. Freshwater sponge. Scaffolds.

1. Introducao

os ultimos anos, o campo biomédico
demonstrou uma demanda crescente
por biomateriais com diferentes formas,
como andaimes (molde poroso), granulos e
microesferas. Entre as razoes para essa demanda
crescente estio o aumento geral da populagao
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idosa em todo o mundo associado a doengas
relacionadas a idade. Além disso, as fraturas
induzidas por trauma reduziram a qualidade
de vida das pessoas [I]. No entanto, vdrias
desvantagens estao limitando as aplicagoes de
biomateriais, como altos custos, disponibilidade
insuficiente de tecido Osseo saudavel no local

doador e possiveis efeitos colaterais adversos [1,2].
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Para superar essas limitagoes, as estruturas
biolégicas das esponjas sao uma fonte alternativa
para varias aplicacbes. A possibilidade dessa
substitui¢ao depende da organizacao hierdrquica
de seus esqueletos fibrosos (Demospongiae)
e espiculas mineralizadas feitas de silica
(Demospongiae e Hexactinellida) ou carbonato
de cilcio (Calcarea) [3]. O uso de bioestruturas
sustentaveis do ambiente marinho, esponjas,
esqueletos de corais e ourigos-do-mar, para
conhecida

aplicacoes biomédicas, ¢é

biotecnologia azul e considerada como uma

como

nova e importante area de pesquisa de rapido
crescimento [4]. Nesse contexto, a engenharia
de tecidos oferece uma abordagem promissora
para substituir ou reparar tecidos com um design
complexo. De fato, estruturas com tamanho de
poro adequado e porosidade interconectada
podem levar a processos de regeneracao favoraveis
devido ao suporte fisico para adesao, proliferaciao
e diferenciagido celular, sem efeitos citotdxicos
[6]. Além disso, sua grande area superficial
interna permite uma rapida vascularizagdo por
acdo capilar e, consequentemente, perfusio
instantanea de sangue em andaimes implantados

[5,6].
Diferentes classes de materiais (metal,
polimero, ceramica e compositos) foram

investigadas para a construcao de andaimes
naturais ou sintéticos. Entre eles, biomateriais
baseados em silica e ceramica de fosfato de calcio
para andaimes de engenharia de tecidos tém
chamado muita aten¢ao devido a sua capacidade
de formar ligagdes quimicas diretamente ao
0sso e promover reparo em defeitos 6sseos
criticos [7,8]. Esse fendmeno é definido como
bioatividade e a presenca de grupos funcionais

na superficie do biomaterial é uma condigio

essencial para a formagio da apatita éssea [8].
Estudos demonstraram que esse revestimento de
apatita biol6gica melhora a absorcao de proteinas
enquanto acelera o recrutamento e a adesio de
células osteoprogenitoras [9,10].

O presente trabalho avaliou a morfologia da
superficie e a composicio quimica das esponjas
de dgua doce (Metania reticulata) por difracao de
raios X (SRX), espectroscopia no infravermelho
por transformada de Fourier (FTIR), microscopia
eletronica de varredura (FEG-SEM) e dispersio
de energia X- espectroscopia de raios (EDS).

2. Materiais e métodos

As esponjas de agua doce foram coletadas no Rio
Negro (Amazonas, Brasil) e caracterizadas antes e
apoés o tratamento térmico. Para remover todo o
material organico, os procedimentos de purificagao
seguiram um método anterior de lavagem com
agua deionizada e, posteriormente, um tratamento
térmico a 550 ° C por 1 h (figura 1) [11].

Fig. 1 — Amostras de esponjas de agua doce antes

e depois da calcinagdo.

2.1 Caracterizacao

As amostras foram caracterizadas por
difragao de raios X em um difratometro de pé

de raios X modelo Bruker-AXS (modelo D8
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adiantado) com radiagio CuKa (A = 1.54060 A),
40kV e 30mA, etapa 0,02 a 10 segundos a cada
10° a 80°. As analises de FTIR foram realizadas
em um espectrofotometro infravermelho com
transformada Nicolet Fourier (modelo iS50 FT-
IR) com os espectros obtidos na faixa de 4000-
400 cm-1, resolucdo de 4 cm-1 e 32 varreduras.
Utilizou-se ~ microscopia  eletréonica  de
varredura com pistola de emissao de campo
(FEG-SEM) para analisar as amostras em um
Fanta Quanta 250, operando a 10kV, apés o
processo de deposi¢cio de Pt por um revestidor
de pulverizagao por alto vacuo (LEICA modelo
ACE600) para evitar o carregamento eletronico
do amostras. Além disso, a andlise quimica semi-
quantitativa foi realizada por espectroscopia de

raios-X em energia dispersiva (EDS).
3. Resultados e discussao

3.1 Difracao de raios-X (DRX)

Os padroées de difragio das esponjas de agua
doce pura e calcinados a 550°C sao mostrados na
figura 2 e na figura 3, respectivamente. A esponja
de 4gua doce antes da calcinagio apresentou picos
bem definidos, indicando a presenca de éxido de
silicio como quartzo (JCPDS 46-1045). Além disso,
foi detectado um pequeno contetido de hidréxido
de silicato de ferro (JCPDS 17-0470), possivelmente
associado a contaminacio. Estruturas de silicato
ajudam no processo de biomineralizagdio em meio
biolégico [12]. Apés a calcinagao, o pico do hidréxido
de silicato de ferro nao foi detectado. Além disso,
um novo pico, correspondente a silica monoclinica
(JCPDS 12-0708) foi detectado. Portanto, pode-se
verificar que ap6s a calcinacao ¢é constituida apenas

de Si02.
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Fig. 2 — Difratograma de esponja de agua doce pura.
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Fig. 3 — Difratograma de esponja de dgua doce calcinada a
550°C.

3.1 Espectroscopia de infravermelho por
transformada de Fourier (FT-IR)

Os espectros de infravermelho da esponja
de dgua doce pura antes e apés a calcinacdo a
amostras de 550°C sao mostrados na figura 4 e
figura 5, respectivamente. Apds o tratamento
térmico, as bandas de 3670 cm’, relativas ao
alongamento Al-OH, e 1630 cm”, associadas
a ligacao dupla C = O, nao foram observadas.
As bandas de 1060 cm™, 780 cm! e 690 cm’
correspondem a ligagdo Si-O e foram detectadas
antes e apds o tratamento térmico. As bandas
1030 cm™ e 915 cm™ ndo foram visualizadas para
as amostras sinterizadas [13,14,15,16]. Por outro
lado, em 464 cm-1, foi observada uma absorc¢io
da ligacdo Si-O tetragonal [17]. A presenca
de um grupo de feldspato hidratado apéds a
calcinagdo e a predominancia de ligagoes de



VOL.37 N°4 2020

silicio e oxigénio refor¢am a proposi¢ao inicial
para o uso desses materiais. Eles podem ser
usados como andaimes porosos, ligando-se a
hidroxiapatita enquanto melhoram a estrutura e
a composig¢ao. Dessa forma, possibilita o processo
de osteogénese e consequente melhor reabsor¢io
e biomineralizaciao do tecido dsseo.
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Fig. 4 - Espectro de FTIR de esponja de dgua doce pura.
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Fig. 5 — Espectro de FTIR de esponja de 4gua doce calcinada
a 550 ° C.

3.3 Microscopia eletronica de varredura
(MEV) com espectroscopia de raios-X por
energia dispersiva (EDS)

A morfologia da esponja de agua doce

apresentou-se de diferentes maneiras, de acordo
com a regiao analisada. As estruturas variam
da regido externa para a interna. Na figura 6, a
micrografia mostra uma visao geral de como se
comporta externamente em sua forma natural,
com uma ampliacio de 150x. Foi possivel
observar a presenca de espiculas de silica, que
suportam a estrutura do animal e uma regiao de
aglomerados.

Fig. 6 — Morfologia da parte externa da esponja de agua
doce, espécie Metania reticulata com aumento de 150x.

A figura 7 mostra a amplificagio do lado
de fora da esponja de dgua doce, com um
aumento de 3000x. Observamos a presenga de
uma estrutura tubular porosa, além das duas
estruturas mencionadas anteriormente, que sao
as espiculas e uma regiio de aglomerados. E
possivel observar as espiculas na forma de uma
haste com pontas arredondadas e uma superficie
aspera. Provavelmente, essa rugosidade deve
estar relacionada a quantidade de material
organico presente. Essas grades tubulares
possuem uma estrutura que nos permite acreditar
na possibilidade de wusi-las como estrutura,

vinculando-as a materiais bioativos, como as
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apatitas, que quando aderidas a essa estrutura
podem auxiliar no processo de regeneragio

Ossea.

Fig. 7 — Morfologia da parte externa da esponja de dgua
doce, espécie Metania reticulata com aumento de 3.000x.

A figuras 8, 9, 10, 11 e 12 representam as
micrografias e a identificagdio dos elementos
quimicos presentes nas amostras da esponja de agua
doce em seu estado natural. Foram encontradas
varias morfologias que as caracterizam de acordo
com seu filo correspondente. Na figura 8, temos
uma imagem com uma ampliagio de 50X. A andlise
de EDS realizada nesta drea mostrou a presenga de
silicio (Si), ferro (Fe) e bromo (Br), onde a platina (Pt)
é devida ao revestimento. Os demais elementos ja
eram esperados de acordo com a literatura. O silicio
¢ o principal componente que, sua presenca se torna
evidente pela andlise das bandas de absor¢ao por
espectroscopia no infravermelho e as fases presentes
na difragdo de raios-x. Provavelmente, os outros
elementos devem estar associados a uma grande
quantidade de elementos organicos presentes nas
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amostras, além de serem elementos com relato e
presenga nas aguas do rio Tapajos e na bacia do Rio
Negro, de onde foi extraido o material para este
estudo. [18]

A figura 9 mostra o EDS realizado apenas na
regiao da coluna vertebral, nas hastes arredondadas,
o que mostrou que eles tém basicamente silicio nas
amostras da esponja de agua doce e podem ser
chamados de espiculas de silica, de acordo com a
literatura. Utilizou-se platina (Pt) para cobrir esta
amostra.

A figura 10 mostra o interior da esponja de
4dgua doce. E composto da gémula e das espiculas
de silica. Além do revestimento de platina (Pt),
o EDS apresentou silicio (Si), ferro (Fe) e bromo
(Br). O bromo e o ferro sao encontrados em uma
intensidade mais alta que o silicio, mas, de acordo
com a andlise de FT-IR e DRX, a quantidade desses
elementos em relacao ao silicio em toda a amostra
é tao pequena que eles nao apresentam faixas ou
fases unido com outros elementos da amostra. Esses
elementos ja eram esperados devido a sua presenca
na regido do Rio Negro, de onde foram removidos.
De acordo com a literatura, outras amostras colhidas
na mesma regiao possuem composigoes equivalentes
as encontradas no género Metania reticulata.

A parte externa da esponja, além das espiculas
de silica, possui uma estrutura semelhante a uma
grade em forma de tubo. Essa estrutura tubular
em forma de poro é representada na micrografia
e na EDS da figura 11. A EDS mostra a presenca
de silicio (Si), aluminio (Al) e ouro (Au), sendo o
ultimo do revestimento. A presen¢a de aluminio
é corroborada pelo FT-IR da amostra de esponja
de agua doce antes do tratamento térmico, com
faixas de estiramento de Si-O-Al e deformaciao OH
(AL*). Ap6s a calcinagao, retiramos todo o material
organico da amostra, apresentando auséncia de
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bandas contendo aluminio. A presenca de aluminio
também ocorre devido a regido onde a amostra foi
coletada.

A parte externa da esponja também possui uma
regiao de aglomerados que sido apresentados na
figura 12. O EDS também apresentado na figura
12 mostra a presenca de silicio (Si), aluminio (Al)
e ouro (Au), sendo que o ouro é proveniente do
revestimento. Segundo a literatura, o género Metania
fittkaui obtido no mesmo local apresenta auséncia
de aluminio e, em comparagio com outros géneros,
essa auséncia é explicada como um biomarcador
para esta espécie [19]. Embora os dois géneros sejam
removidos do mesmo local, a presenga de aluminio
em Metania reticulata e a auséncia em Metania
fitkaui podem atuar da mesma maneira que um
biomarcador para as espécies, diferenciando-as.

Esponja Dulcicola
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Fig. 8 — Identificagdo de elementos quimicos por EDS de
esponja pura com aumento de 50x.
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Fig. 9 — Identificagdo dos elementos quimicos por EDS da
esponja pura com aumento de 800x.
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Fig. 10 - Identificagdo dos elementos quimicos por EDS da
esponja pura com aumento de 65x.
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Amostra 46 1682 '
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Fig. 11 - Identificagdo dos elementos quimicos por EDS da
esponja pura com aumento de 1500x.

4. Conclusoes

O silicio é mostrado como um elemento
importante na composicio da espécie Metania
reticulata. A presenga de bromo, ferro e
expressiva quantidade de aluminio concorda com
a literatura, apresentando a disponibilidade dos
mesmos elementos em esponjas doces no Brasil e
no exterior. A auséncia de fases e bandas de bromo
e ferro mostra que a quantidade desses elementos
¢é baixa em relacao ao silicio na composi¢ido da
Metania reticulata. A calcinagdo das amostras a
550°C por 1h removeu toda a matéria organica
da esponja, permanecendo as ligagoes de silicio
e oxigénio em sua composi¢ido. Deste modo, a
silica obtida a partir de esponjas doces da espécie
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Metania reticulata pode ser aplicavel em usos
biomédicos.

Amostra 46 1677
SE MAG: 400 x HV: 10.0 KV WD: 12.0 mm
_cps/eV

T e T T ™
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Fig. 12 - Identificagio dos elementos quimicos por EDS da
esponja pura com aumento de 400x.
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