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RESUMO

A hidroxiapatita (HA) tem sido amplamente utilizada na area de biomédica, especialmente para
aplicacdes ortopédicas no tratamento da osteoporose, objetivando seu uso como nanoparticulas
injetaveis que podem ser dirigidas para varios locais do corpo para tratamento de defeitos
0sseos. A HA é um material muito semelhante ao mineral componente do 0sso. Esta bem
estabelecido que os osteoblastos (células formadoras do o0sso) crescem melhor em metais
revestidos por HA do que em metais isolados. A sinvastatina (SINV) é um medicamento
utilizado atualmente para reducédo de colesterol (via oral), porém, estudos recentes mostraram
uma interessante capacidade desse farmaco no aumento do processo de regeneracdo local
guando associado com hidroxiapatita. Neste trabalho, nanoparticulas de magnetita (FesO4), um
oxido de ferro com propriedades magnéticas, recentemente estudado como agente
potencializador de proliferacdo de células dsseas, foram associadas com HA com o objetivo
de aumentar processos regenerativos. Este sistema sofreu tratamento hidrotérmico para
controlar as propriedades cristalinas do revestimento. Separadamente, FesOs e HA sédo
biocompativeis e, quando combinados, as nanoparticulas melhoram vérios indicadores de
diferenciacdo de osteoblastos importantes, tais como a sintese de colageno e a deposicéo de
calcio, mantendo as suas propriedades magnéticas. Reconhece-se que a quimica de superficie,
a energia de superficie e a topografia da superficie ttém uma influéncia significativa sobre as
respostas de osteoblastos. Em particular, nos dias de hoje, os defeitos 6sseos de tamanho critico
dependem da engenharia de “scaffolds” que sdo suportes estruturais em 3D, permitindo a
infiltracdo celular e posterior integragdo com o tecido nativo. Por esse motivo, 0 material
sintetizado e funcionalizado com SINV foi introduzido em matrizes poliméricas de quitosana.
Os compasitos formados apresentaram tamanho médio de particula de 20 nm (HA-5h) e 18 nm
(FesOa4) e 40-100 nm (Fez0s-HA). Os difratogramas mostraram 0s picos caracteristicos das
fases cristalinas dos compésitos de acordo com a literatura, bem como as bandas de

infravermelho.

Palavras-chave: Hidroxiapatita; magnetita; scaffold; regeneracéo 0ssea.



ABSTRACT

Hydroxyapatite (HA) has been widely used in the biomedical area, especially in orthopedic
applications in the treatment of osteoporosis aiming its use as injectable HA nanoparticles can
be targeted to various body locations to treat bone defects. The HA is very similar to mineral
component of bone material. It is well established that osteoblasts (bone forming cells) grow
better on HA-coated metal than for metals isolated. Simvastatin (SIMV) is a drug currently
used to reduce cholesterol (oral), but recent studies have shown an interesting ability of this
drug to increase the local regeneration process, when combined with hydroxyapatite. In this
work, magnetite nanoparticles (FesO4) with an iron oxide magnetic properties recently studied
as potentiating agent proliferation of bone cells, have been associated with HA with the aim
of increasing regenerative processes. This system has undergone the hydrothermal treatment
for controlling the crystal properties of the coating. Separately, FesOs and HA are
biocompatible and when combined, the nanoparticles improve several important markers of
osteoblast differentiation, such as collagen synthesis and deposition of calcium by keeping
their magnetic properties. It is recognized that the surface chemistry, surface energy and
surface topography have a significant influence on osteoblast responses. In particular,
nowadays, the critical size bone defect depends on the engineering "scaffold" which are
structural supports 3D, allowing for cell infiltration and subsequent integration to the native
tissue. For this reason, the material synthesized and functionalized with SIMV was added in
chitosan polymeric matrices. The formed composite showed average particle size of 20 nm
(HA-5h), 18 nm (Fe304) and 30-70nm (Fez0s-HA). The XRD patterns showed characteristic
peaks of the crystalline phases of the composites according to the literature, as well as the IR

bands.

Keywords: hydroxyapatite; magnetite; scaffolds; bone regeneration.
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1 INTRODUCAO

A osteoporose tem sido recentemente reconhecida como um dos maiores problemas
de saude publica do mundo (MITCHELL; GRANT; AITCHISON), devido a alta taxa de
mortalidade relacionadas com fraturas, particularmente entre mulheres idosas (PAIVA et al.,
2002). A osteoporose € uma doenca esquelética sistémica caracterizada por diminuicdo da
massa 0ssea e deterioracdo do tecido 6sseo, com consequente aumento da fragilidade dssea e
susceptibilidade a fratura (CHESNUT, 1984; NAVAS, 2002; RENNO ACM, 1993; SINAKI,
1982).

A perda de massa 0Ossea € uma consequéncia inevitavel do processo de
envelhecimento (NORDIN, 1995). Entretanto, no individuo com osteoporose a perda é téo
significativa que a massa 6ssea cai abaixo do limiar para fraturas, principalmente em
determinados locais, como quadris, vértebras e antebracos (BREWER et al., 1983; CHESNUT,
1984; WHEDON, 1981). Uma reducdo de massa é6ssea pode ocorrer especialmente em
mulheres apés a menopausa (LUKERT, 1984; WHEDON, 1981). O osso é formado,
predominantemente, pelo colageno do tipo I, onde se depositam célcio e fosforo na forma de
cristais de hidroxiapatita. A resisténcia 6ssea depende da deposicdo mineral (SZEJNFELD,
2001).

As unidades de remodelacdo séo independentes e individuais, compondo-se cada
uma de osteoblastos e osteoclastos, para formacéo e reabsorcao, respectivamente (P.G., 1997).
Os osteoclastos sao células sinciciais gigantes, que estdo presentes principalmente nas partes
mais altas das lacunas de reabsorcéo dos ossos trabeculares (P.G., 1997). Os osteoblastos séo
as células responsaveis pela formacéo da matriz que sera posteriormente mineralizada. Entre as
substancias que produz, podemos citar a fosfatase alcalina, a proteina GLA, grandes
quantidades de colageno do tipo | e uma variedade de outras proteinas da matriz (P.G., 1997).
Mudancas continuas acontecem em todos 0ssos ao longo da vida. Estas acontecem em ciclos e

sdo atribuidas a atividade dos grupos de osteoclastos e osteoblastos.

Osteoclastos aparecem na superficie do 0sso e sdo responsaveis pela reabsorcao,

que € o processo por meio do qual os cristais de fosfato de calcio sdo removidos do 0sso e sdo
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absorvidos pelo sangue. Depois que a fase de reabsor¢do é completada, os osteoblastos
aparecem e séo responsaveis pela formacgéo de osso novo (CHESNUT, 1984; FRAME, 1985;
LUKERT, 1984).

No Brasil, ha escassez de dados referentes a populacdo acometida pela osteoporose
(RENNO, 2001). Estima-se que aproximadamente 10 milhdes de brasileiros sofram com
osteoporose no pais (International Osteoporosis Foundation (OIF). , 2004), sendo que 2,4
milhdes sofrem fraturas anualmente e destes, cerca de 200 mil morrerdo em decorréncia direta
de suas fraturas (International Osteoporosis Foundation (OIF). , 2004). Calcula-se que a
osteoporose afete cerca de 35% das mulheres acima de 45 anos de idade em nosso pais (PAIVA
etal., 2002).

Os primeiros estudos sobre a utilizagdo de materiais cerdmicos como biomateriais
comecaram com Albee em 1930 (ALBEE, 1920), utilizando uma cerdmica de fosfato tricalcico
para regenerar um defeito 6sseo e para a formacao de 0sso novo. Entretanto, somente 50 anos
depois comecaram a aparecer diferentes tipos de ceramicas de fosfato de calcio como materiais

implantaveis para aplicagdo em medicina e odontologia.

A grande aceitacdo das bioceramicas a base de sais de fosfato de calcio deve-se,
principalmente, ao seu alto grau de biocompatibilidade, que estd relacionada com a sua
similaridade quimica a dos materiais normalmente encontrados no tecido 6sseo (DAVIES,
1990). Entre as ceramicas com melhor desempenho, estdo os biovidros, a alumina, o beta-
fosfato tricalcico (B-TCP) e a hidroxiapatita (HA) (HENCH, 1991). Desta forma o grande
interesse pela HA como biomaterial, esta relacionado com o fato desta ser a principal fase

mineral encontrada no tecido 6sseo e ter alta biocompatibilidade (OGUCHI et al., 1995).

HA é um material muito semelhante ao mineral
componente do 0sso. Esta bem estabelecido que os osteoblastos (células formadoras do 0sso)
crescem melhor em metais revestidos por HA do que para os metais sozinhos (COSTA-
LOTUFO, 2010). Com a criacdo de caracteristicas de rugosidade superficial em nanémetros a
HA pode aumentar ainda mais a adesdo dos osteoblastos, a proliferagéo e diferenciagéo, para
fornecer mais rapido a regeneragdo do osso (NEER et al., 2001). A HA também foi testada
clinicamente para a prevencédo de osteoporose (WEBSTER et al., 2000; WEBSTER; SIEGEL;
BIZIOS, 1999). A literatura reporta que os compostos de HA retardaram mais eficazmente a
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perda de osso em comparagdo com pacientes nédo tratados (WHEDON, 1981) ou doentes
tratados com carbonato de célcio (WEBSTER et al., 2000). No entanto, estes tratamentos
tiveram significativos inconvenientes, uma vez que aumentou a formacao 6ssea ndo especifica.
No estudo atual, a combinacdo de HA com nanoparticulas de FesOs como um agente de
crescimento Gsseo e magneticamente controlada foi explorada. A presenca de sinvastatina em
compdsitos ceramicos de fosfatos de célcio tem se mostrado bastante efetivo no processo de
regeneracdo 0ssea (ROJBANI et al., 2011). Acredita-se que esta estratégia de entrega pode

proporcionar uma forma direta e mais eficaz para tratar a osteoporose.

A magnetita (Fez04) juntamente com a hidroxiapatita (HA) possibilitou em véarios
estudos um aumento das funcdes de osteoblastos, permitindo assim uma maior regeneracao
Ossea comparado com HA somente (TRAN; HALL; WEBSTER, 2012).

A sinvastatina faz parte dos antipilénicos, é amplamente utilizado para reduzir o
colesterol, e proporciona uma abordagem importante e eficaz para o tratamento da
hiperlipidemia e arteriosclerose. Também parecem modular a formacao do 0sso, aumentando a
expressdo de proteina morfogenética do osso (MUNDY et al., 1999), proporcionando assim
uma nova orientagdo no campo da terapia periodontal. Foram realizados estudos comprovando
a acao da sinvastatina associada a HA na formacédo 6ssea (ROJBANI et al., 2011). Assim,
estuda-se a possivel utilizacdo desses medicamentos na medicina, 0s quais poderiam vir a atuar,
por exemplo, no reparo de defeitos Gsseos causados por lesdes intra-0sseas, em fraturas ou
como adjuntos na terapia periodontal e auxiliando nos processos de osseointegracéo
(ANBINDER; QUIRINO; ROCHA, 2006) .

A quitosana é um polimero bastante utilizado na &rea biomédica, tem uma larga
escala de aplicacdes e podem ser usadas, por exemplo, em engenharia e biomedicina e isto se
deve a facilidade de moldagem da quitosana e seus derivados, fazendo desse material um forte
candidato a portador de uma variedade de drogas para sua liberacdo controlada (AZEVEDO,
2007). Desta forma, segundo os autores, a aplicacdo mais evidente se da na area farmacéutica.
A quitosana pode atuar na prevencdo de formacdo de “biofilmes” de microrganismos
(crescimento de fungos e bactérias) em procedimentos ou dispositivos de implantes
(AZEVEDO, 2007).
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Neste estudo, foi feita uma direcdo inovadora, baseada em nanoparticulas como
agentes terapéuticos que podem fornecer um tratamento mais eficiente e direto para defeitos do

0SS0, tais como a osteoporose.
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2 OBJETIVOS

2.1 Obijetivo geral

Desenvolvimento de um nanobiocompdsito com nanoparticula magnética
(magnetita) e uma bioceramica (hidroxiapatita), funcionalizada com &cido oleico, adsorvida

com sinvastatina para a utilizagdo em regeneracéo dssea.

2.2 Objetivos Especificos

X/

X Sintetizar nanoparticulas magnéticas de magnetita pelo método de co-precipitacao;

<> Produzir o nanobiocompdsito pela associacdo da magnetita e hidroxiapatita (FezOs-HA)
em acido oleico e sinvastatina, pelo método de co-precipitacao;

X Obtencéo de scaffolds de quitosana contendo o nanocompdsito e posterior estudo de
adsorc¢do da sinvastatina.

<> Através de técnicas de caracteriza¢do (DRX, FTIR, VSM, MET, MEV, UV, TG e DSC)

identificar o composto formado, tamanho de particula, homogeneidade, morfologia e

propriedades magnéticas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biomateriais

Por definicdo, biomaterial é qualquer substancia ou combinacdo de substancias,
naturais ou ndo, que ndo sejam drogas ou farmacos, utilizado em aplicacbes biomédicas e que
interagem com sistemas biol6gicos, tratando, aumentando ou substituindo quaisquer tecidos,
orgdos ou fungdes do corpo (OLIVEIRA, L. S. D. A. F. O,, C. S.; MACHADO, A. P. L;;
ROSAF. P., 2010). Metais, ceramicos, polimeros, compdsitos e semicondutores sao exemplos
de biomateriais (CALLISTER JR., 2010). Estes devem apresentar um conjunto de propriedades
fisicas, quimicas e biolégicas que permitam desempenhar a funcéo desejada, além de estimular
uma resposta adequada dos tecidos vivos (GUASTALDI; APARECIDA, 2010).

O desenvolvimento da implantes médicos e odontologicos tem dado incentivo a
pesquisa de biomateriais bem como das reagdes que ocorrem na interface tecido-implante.
Inicialmente, utilizavam-se materiais inertes como 0s agos inoxidaveis e a alumina. Com a
introducdo do conceito de osteointegracdo como sendo a ligacdo direta, estrutural e funcional
entre 0sso ordenado e vivo e a superficie de um implante sujeito a cargas funcionais, as
pesquisas passaram a se concentrar em materiais e projetos, visando diminuir o tempo
necessario para a aposicdo 6ssea e maior biocompatibilidade, que pode ser definida como a
habilidade de um material desempenhar com uma resposta tecidual apropriada em uma
aplicacdo especifica (SILVA, 2006)

Bioceramicas apresentam alto grau de bioatividade. Por outro lado, possuem
propriedades mecanicas, em geral, ndo adequadas a necessidade de producéo de implantes para
fins estruturais. Ceramicas sdo caracterizadas por apresentar baixa tenacidade a fratura e altos
modulos de elasticidade quando comparadas com o 0sso cortical humano que comprometem o
uso e processamento desses materiais para aplicagdes biomédicas. Como solucdo para a
necessidade de producdo de materiais bioativos com propriedades mecénicas mais comparaveis
a de tecidos como o0 0sso cortical, pode ser citada a producéo de compésitos envolvendo a fase
bioativa (ceramica) e um segundo componente (SILVA JUNIOR; OREFICE, 2001).
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Surge assim a produgdo de materiais que apresentem o comportamento bioativo
tipico de cerdmicas bioativas (capacidade de ligacdo com tecidos), além de possuir
propriedades mecéanicas comparaveis a de tecidos como o0 0sso. Estudos levaram a preparagédo
de compdsitos de matriz polimérica reforcados por fases ceramicas bioativas. Nesse caso, tais
fases seriam responsaveis nao apenas por reforcar a matriz polimérica, mas também por prover
as caracteristicas bioativas desejadas. Portanto, muitos estudos estdo relacionados a uma linha
de pesquisa voltada para o desenvolvimento de biomateriais capazes de elucidarem respostas
inflamatdrias e imunoldgicas controladas quando em contato com tecidos vivos (SILVA
JUNIOR; OREFICE, 2001).

3.2  Biocompatibilidade

A biocompatibilidade chamou a atencdo dos pesquisadores, inicialmente, entre
1940 e 1980, no contexto de implantes médicos e sua interacdo, ambos prejudiciais e/ou
benéficos, com o corpo. Apenas nas ultimas duas décadas, o termo foi definido formalmente
sob sua denotacdo conceitual ao invés de descricdo pratica (WILLIAMS, . D.F. , 2008): "A
capacidade de um material de realizar com uma resposta do hospedeiro apropriado numa
situacdo especifica" (DONARUMA, 1988). Ha trés dogmas que desempenham um papel
importante nesta definicdo: Um material tem de desempenhar as suas funcgdes pretendidas e ndo
apenas estar presentes no tecido; A reacdo tem que ter inducdo adequada para a aplicacdo
pretendida, e a natureza da reacdo para um material particular e a sua adequacdo pode ser
diferente de um contexto para o outro (WILLIAMS, D.F., 1999). Em 2010, Kohane e Langer
explicaram a biocompatibilidade no contexto da entrega da droga e definiu como
biocompatibilidade: "Expressdo da benignidade da relacdo entre o material e seu ambiente
biolégico” (KOHANE; LANGER, 2010). No entanto, alguns pesquisadores tém expandido essa
definicdo denotando a funcionalidade de um biomaterial em um dado contexto biologico téo
importante (KOHANE; LANGER, 2010). Como tal, Williams reviu o conceito de
biocompatibilidade para dispositivos médicos implantaveis de longo prazo e produtos de
engenharia de tecidos em detalhes (WILLIAMS, . D.F., 2008).



22

Em geral, um grau elevado de biocompatibilidade é alcangado quando um material
interage com o corpo, sem induzir respostas toxicas, imunogénica trombogénico, e
cancerigenos inaceitaveis. Ha uma série de fatores relevantes que devem ser considerados para
a avaliacdo da biocompatibilidade. Em primeiro lugar, a biocompatibilidade é anatomicamente
bastante dependente, que conduz ao fato de que as reacOes a materiais particulares sé&o
diferentes de um local para outro. Por exemplo, nanobases poliméricas biodegradaveis e
microesferas, tais como as baseadas em poli (&cido lactico-co-glicélico) (PLGA), em geral,
fazem reacdo tecidual leve bem caracterizada, enquanto que as mesmas particulas introduzidas
no tecido conjuntivo frouxo de nervos circundantes causam inflamac6es agudas bastante fortes
(J.M. ANDERSON, 2008; JIANG et al., 2005; KOHANE; LANGER, 2010; NICOLETE;
DOS SANTOS; FACCIOLLI, 2011).

Portanto, outro fato a ser considerado € que se um biomaterial para uma
determinada aplicacdo pode causar um efeito adverso em um tipo de tecido especifico, ndo vai
necessariamente provocar a mesma resposta se for utilizado para uma aplicacédo diferente, ou
em um tipo de tecido diferente. Em segundo lugar e considerando uma perspectiva inter-
relacionada, as caracteristicas intriscecas dos biomateriais ndo podera exclusivamente
determinar que se o material é biocompativel ou ndo. Por exemplo, nanoparticulas de PLGA
gue possui uma rapida depuracdo do corpo, ndo costumam causar adeséo peritoneal, enquanto
qgue microparticulas de PLGA, que ficam mais tempo na cavidade peritoneal, causam
aderéncias (KOHANE; LANGER, 2010; LIU, S.; MAHESHWARI; KIICK, 2009).

A exposicdo de meia-vida é outro fator importante que merece consideracdo. Em
terceiro lugar, a biocompatibilidade é uma questdo relativa que depende da relacdo risco-
beneficio, e se baseia em uma declaracdo subjetiva, pois, em geral, a inflamacdo iria
desaparecer totalmente ao longo do tempo, e os tecidos vizinhos ndo exemplificam uma boa
prova de danos. Por Gltimo, mas talvez 0 mais importante, a falta de dados adequados sobre
processos bioldgicos em resposta a materiais estranhos, bem como a natureza insensivel dos
métodos disponiveis para a biocompatibilidade (JIANG et al., 2005, NAKAMURA et al.,
1989; NICOLETE et al., 2011; O'HAGAN; SINGH, 2003) tem limitado a compreensdo dos
materiais. Podemos concluir que a biocompatibilidade dos materiais depende de sua estrutura,
a formulagdo e muitos outros fatores como descrito acima, e pode referir-se a um efeito local

ou total sobre o organismo. Deste modo, utilizando materiais biocompativeis em sentido
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absoluto faria parecer enganosa (JIANG et al., 2005; NAKAMURA et al., 1989; NICOLETE
etal., 2011; O'HAGAN; SINGH, 2003).

3.3  Hidroxiapatita

Entre as bioceramicas, a HA tem sido intensamente investigada por décadas e ocupa
posicao de destaque por sua larga aplicacdo no campo da medicina e da odontologia devido a
sua biocompatibilidade e bioatividade (ROSSI, 2008).

A HA é um fosfato ceramico — ou biocerdmica — que tem composicao e estrutura
similar a fase mineral de o0ssos e dentes. Dependendo de sua pureza, ela pode suportar
aquecimentos superiores a 1.200 °C sem se decompor, além de, poder ser modelada como a

maioria dos materiais ceramicos (ROSSI, 2008).

A hidroxiapatita sintética possui propriedades de biocompatibilidade e
osteointegracdo, 0 que a torna um bom substituto 6sseo e dentario em implantes e proteses, dai
0 grande interesse em sua producdo. Estas propriedades somadas a sua alta capacidade de
adsorver e/ou absorver moléculas fazem da HA um excelente suporte para acdo prolongada de
drogas anticancerigenas no tratamento de tumores 6sseos (C.V. SOUZA; H. L. LIRA, 2009).

3.3.1 Estrutura e propriedades

A HA apresenta formula quimica Cas(PO4)30H, podendo ser escrita também como
Cai10(PO4)s(OH)2, mostrando a existéncia de 2 unidades de formula na célula unitéria.
Cristaliza-se quando pura sob a forma monoclinica com espagamento do grupo espacial P21/b;
no entanto, em temperaturas acima de 250°C existe a transi¢céo alotropica da forma monoclinica
para hexagonal com grupo espacial Pes/m, onde P indica que é um sistema hexagonal primitivo.

Algumas impurezas ou substituicbes parciais da hidroxila por ions cloreto ou fluoreto,
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estabilizam a forma hexagonal a temperatura ambiente. Por esse motivo, monocristais naturais

de HA geralmente exibem uma conformacéo hexagonal.

Sua densidade é de 3,16 Kg/m?® e os parametros de rede sioa=b = 9,43 A, ¢ = 6,88
A, a=B=90°ey=120° (C.V. SOUZA; H. L. LIRA, 2009; GUASTALDI; APARECIDA,
2010). A célula unitaria hexagonal da hidroxiapatita contém 10 ions célcio localizados em sitios
ndo equivalentes, quatro no sitio |, tetraédricos (Cal) e seis no sitio 1l, octaédricos (Call). Os
ions calcio no sitio | estdo alinhados em colunas, enquanto os ions célcio do sitio Il estdo em
tridngulos equilateros perpendiculares & direcdo c da estrutura. Os cations do sitio | estdo
coordenados a 6 atomos de oxigénio pertencentes a diferentes tetraedros de PO4 e também a 3
outros atomos de oxigénio relativamente distantes. A existéncia de dois sitios de ions calcio
traz consequéncias importantes para as HAs que contém impurezas catidnicas, pois suas
propriedades estruturais podem ser afetadas dependendo do sitio ocupado pelo cétion da
impureza (MAVROPOULOS, 1999).

Os atomos de calcio e fosforo formam um arranjo hexagonal no plano perpendicular
ao eixo cristalino de mais alta simetria (eixo c). Colunas constituidas pelo empilhamento de
tridngulos equilateros de fons 6xidos (O%) e de ions calcio (Ca2") estdo ligados entre si por ions
fosfato. Os 4tomos de oxigénio dos fons hidroxila estdo situados a 0,9 A abaixo do plano
formado pelos triangulos de calcio e a ligacdo O-H forma um angulo de aproximadamente 30°
com a dire¢do c. Dos quatro &tomos de oxigénio que constituem os grupos fosfatos, dois estdo
situados em planos perpendiculares a dire¢do ¢ e os outros dois sdo paralelos a esta direcdo
(C.V.SOUZA; H. L. LIRA, 2009). A Figura 1 mostra o arranjo de uma célula unitaria da HA.
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Figura 1 - Rede Cristalina da hidroxiapatita

Fonte: (http://www.chemtube3d.com/solidstate/SShydroxyapatite.htm, acessado em 10/03/2014.)

Os tetraedros dos grupos PO4 estdo arranjados de tal forma que possibilitam a
formacé&o de dois tipos de canais perpendiculares ao plano basal. O primeiro canal com diametro
de 2A é paralelo aos eixos ternarios e sdo ocupados por atomos de Ca(l). Em cada célula
unitéria, encontram-se 2 canais ocupados por ions Ca(l) que estdo localizadosemz=0ez =%
do parametro de rede cristalino. O segundo canal que tem didmetro de 3,0 a 3,5 A, é constituido
por ions Ca(ll) e estdo localizados em z =% e z = %. No interior desses canais da-se a distingdo
entre a forma hexagonal e a monoclinica. Na estrutura hexagonal o grupo hidroxila ocupa
apenas 50% das posicOes estatisticamente possiveis. Deformagdes na rede causadas pelo
deslocamento das hidroxilas tornam a estrutura monoclinica, um arranjo mais fechado, com
grupo espacial P2yp. Exceto a posi¢do do grupo OH, todas as outras posi¢fes atbmicas na
Ca10(PO4)s(OH)2, sdo essencialmente iguais (MAVROPOULOS, 1999).

3.4  Magnetita

A magnetita & um oxido de ferro magnético de valéncia mista com estrutura ctbica
de espinélio inverso, sua formula quimica € melhor representada por FeO.Fe>Os. A estrutura

do tipo espinélio tem férmula geral dada por (A)[B]-O4. Cada célula unitéria (Figura 2) é
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constituida pela formula AgB12032 e apresenta 0s ions oxigénio regularmente distribuidos em
posicdes clbicas ao longo do eixo [111]. Os cations divalentes, no caso da magnetita Fe?*, e os
cations Fe** ocupam os espacos entre os fons oxigénio, sendo estes espacos de dois tipos, 0s
sitios tetraedricos e os octaédricos. O sitio tetraédrico ou sitio (A) é assim chamado porque o
cation encontra-se no centro do tetraedro que tem como vértices os ions oxigénio. O sitio
octaédrico (sitio B) tem os oxigénios ocupando os vértices de um octaedro e os cations
ocupando 0s espacos entre eles. A magnetita apresenta metade dos ions Fe** coordenados
tetraedricamente, a outra metade ocupa 0s sitios octaédricos juntamente com os fons Fe?*
(TEBBLER. S., 1969).

Figura 2 - Representa¢éo da estrutura cristalina da magnetita

¢ Fe (sitio A)
@ Fe (sitio B)

\'0

Fonte: (OKUBE; YASUE; SASAKI, 2012)adaptado.

Dentre as varias aplicacdes das nanoparticulas magnéticas uma que se destaca é o
transporte de farmacos através da aplicacdo de um campo magnético que permite direcionar
sua localizagdo para um alvo especifico. A utilizacdo de nanoparticulas magnéticas como
carregadores de farmacos visa a reducdo de muitos problemas relacionados a administracéo

sistémica destes medicamentos. Estes incluem a biodistribuicao de farmaco no corpo, a falta de
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especificidade, a necessidade de grandes doses para alcancar altas concentracgdes locais e outros
efeitos colaterais derivados desse Ultimo (CATHERINE; ADAM, 2003; FARAJI; WIPF,
2009).

Em geral, grandes particulas ou aglomerados de particulas superparamagnéticas,
resistem ao fluxo dindmico dentro do sistema circulatorio, principalmente em grandes veias e
artérias. Particulas superparamagneéticas sao atraidas fortemente por um campo magnético, mas,
assim que esse campo € removido, sua magnetizacdo é reduzida a zero, ndo apresentando
magnetizacdo residual (G.C. HADJIPANAYIS, 1991). As particulas com didmetros em torno
de 200 nm s&o facilmente sequestradas pelo figado e eventualmente sdo removidas por células
de fagocitose do sistema, portanto, seu tempo de circulacdo no sangue sera reduzido. Particulas
menores que 10 nm, sdo rapidamente removidas através de liberacdo renal. As particulas que
tém diametros entre 10 e 100 nm s&o pequenas o suficiente para penetrar pequenos capilares
dos tecidos, oferecendo uma distribuicdo mais efetiva nos tecidos, além de apresentam um
maior tempo de circulacdo no sangue (CATHERINE; ADAM, 2003; PANKHURST et al.,
2003).

Recentemente, a utilizacdo de nanoparticulas magnéticas (NPMs) para
efeitos bioldgicos e médicos tem aumentado e sua biocompatibilidade tem sido observada por
diversos estudos (JAIN et al., 2008; PRIJIC et al.,, 2010; SUN et al., 2010). NPMs sao
aplicaveis em diversas areas na medicina (por exemplo, a hipertermia, o contraste
agente de ressonancia magnética, a entrega de droga e receptor manipulado de celula macénico-
sensitiva  para induzir a diferenciacdo  celular), enquanto que  apenas
alguns autores propuseram abordagens para a sua utilizacdo em engenharia de tecidos
(AMIRFAZLI, 2007; ARRUEBO et al., 2007; GLOSSOP; CARTMELL, 2010; GOULD,
2006; KANCZLER et al., 2010). Existem vérias limitagcdes para a aplicacdo clinica de um
campo magnético para a terapia especifica de uma droga magnética ou de entrega de células.
Na verdade, uma vez que o gradiente magnético diminui com a distancia do alvo, a principal
limitacdo da entrega magnética refere-se a forgca da campo externo, que pode ser aplicado para
obter o gradiente magnético necessario para controlar o tempo de residéncia de NPMs na area
desejada ou que desencadeia a dessorc¢do da droga (FOY et al., 2010; HUA et al., 2010). As
limitacdes inerentes a utilizacdo de campos magnéticos externos podem ser contornados

por introducdo de  magnetos internos localizados na  proximidade do
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alvo por cirurgia minimamente invasiva ou usando um scaffold superparamagnético
sob a influéncia de um campo magnético aplicado externamente (PHILLIPS; GRAN; PEPPAS,
2010; POLYAK et al., 2008). Os scaffolds atuardo eficazmente como uma estacao fixa que
proporciona, em longo prazo, a manutencdo para as construcdes de tecidos implantados,
proporcionando a possibilidade Unica de ajustar a atividade dos scaffolds para as necessidades
pessoais do paciente, superando as presentes dificuldades de orientagdo magnética. Com isso
em mente, tem-se desenvolvido compaositos magnéticos totalmente interligados a scaffolds
porosos, bem como ceramicas (hidroxiapatita), por uma técnica de "espuma”, em que diferentes
concentragcdes de nanoparticulas de magnetita foram adicionadas durante a sintese (PANSERI
etal., 2012).

3.5  Métodos de obtencéo

Um grande namero de técnicas foi desenvolvido para a sintese do p6 de HA
(SANTOS et al., 2005), sendo os principais métodos de obtencao através de reacbes no estado
solido (PRAMANIK et al., 2007), co-precipitacdo (KONG; MA; BOEY, 2002), reacdes
hidrotérmicas (TOYAMA,; NAKASHIMA,; YASUE, 2002; WANG et al., 2010), sol-gel
(CHEN, J. et al., 2011), microemulsées (PONOMAREVA et al., 2010) e mecanosintese
(ALMEIDA et al.,, 2004). Para cada rota sdo sintetizados produtos com diferentes

caracteristicas e propriedades.

O método seco tem a grande vantagem de atingir uma composi¢do estequiométrica
(Ca/P =1,67) em comparagdo com o0 método por via imida. O método umido € realizado através
de precipitacdo a partir de misturas de solucdes aquosas ou de hidrélise dos fosfatos de calcio.
A HA obtida pelo processo imido geralmente possui uma elevada area superficial e tamanho
de particula menor, no entanto, sdo nado-estequiométricas (Ca deficiente) e de baixa
cristalinidade. Por outro lado, pés de HA com varias razdes de Ca/P (1,50 — 1,67) podem ser

obtidos facilmente a partir da sintese hidrotérmica (LIU, H. S. et al., 1997).
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O meétodo de sintese adotado para a obtengdo de HA ou o seu tratamento posterior
pode levar ao aparecimento ou nao de outras fases de compostos de fosfato de calcio. Estando
presentes, podem ser detectadas através das andlises de difracé@o de raios-X. Normalmente, estas
fases apresentam-se em quantidades pequenas (ao redor de 5%) em compostos comerciais.
Entretanto, é preciso tomar certas precaugdes para controlar a quantidade destes compostos,
uma vez que estes possuem propriedades extremamente diferentes da hidroxiapatita, podendo
comprometer a osteoconducdo, como no caso do surgimento de pirofosfato de célcio ou
metafosfato de calcio, ou ainda comprometer a integridade e eficiéncia mecanica do material
em funcéo de sua solubilizagéo (COSTA et al., 2009).

Entre os varios processos quimicos por via imida para a producédo de nanoparticulas
de HA com alta dispersdo e diferentes morfologias, a sintese hidrotérmica se revela um dos
métodos mais viaveis (L. WANG, 2010 ). Este é idéntico ao método de precipitacdo em solugédo
aquosa, mas sao usadas nestas sinteses temperaturas e pressdes moderadamente elevadas. Em
particular, o método hidrotérmico provou ser um método eficaz e conveniente para a preparacao

de varios materiais inorganicos como sera explorado no topico 3.6 a seguir.

A magnetita pode ser obtida principalmente pelo método de co-precipitacdo. Este
método baseia-se na formacdo estequiométrica de solucdes aquosas formadas pelos cations
metalicos constituintes da estrutura de espinélio formada ap6s a reacdo. A referida solucdo é
formada por sais de Fe** e Fe** obedecendo a uma relacdo estequiométrica de 2:1,
respectivamente. Exemplos de cations divalentes que podem ser utilizados substituindo o ion

Fe2* na formac&o de ferritas mistas sdo Ni?*, Mn?*, Co?*, Mg?*, Zn?* dentre outros.

Sao utilizados diversos procedimentos sequenciais de sintese para a obtencdo de
ferritas por essa rota (FERREIRA, 2009; RIBEIRO, 2008). Entretanto, geralmente o
processamento inicial € a dissolucdo de quantidades estequiométricas dos sais em agua seguida
pela adi¢do de um agente precipitante. Usualmente, se utilizam os hidroxidos de sédio (NaOH)
ou amoénio (NH4OH), todavia outros agentes precipitantes podem ser utilizados (AQUINO et
al., 2002). Como objetivo de tornar o meio alcalino, fazendo com que 0s sais precipitem na
forma de éxidos. Estes podem passar ainda por varios processos tais como filtragem, lavagem,
centrifugagdo, secagem etc. Em alguns casos, ao término de todos os processos citados

anteriormente, o0 material obtido passa por processos de aguecimento em altas temperaturas,
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como a calcinagcdo para que haja a formacdo do Oxido de ferro em forma de espinélio.
Entretanto, nem todas as ferritas necessitam de tal processo. Dentre elas, podemos citar a Fe3O4
(FERREIRA, 2009) no qual promove a cristalizacdo do material sem a necessidade do processo
de calcinacdo. Para a sintese da magnetita (FesOs) dispensa-se de um gasto elevado de energia,

diminuindo os custos de obtencdo em relacéo a outros métodos.

O método da co-precipitacdo traz uma série de vantagens e representa um grande
avanco para a obtencdo de ferritas uma vez que este promove elevada homogeneidade do
material obtido, além de uma baixa distribuicdo do tamanho de particula (VALENZUELA,
1994). Além disso, o tempo de sintese se inclui em suas principais vantagens, pois a FezO4 pode

ser obtida em menos de 24h.

3.6  Reac0Oes Hidrotérmicas

A sintese de materiais ceramicos envolvendo processos hidrotérmicos baseia-se no
aquecimento da suspensdo formada pelos precursores metalicos sob condicdes de elevada
temperatura e pressao. Desta forma, os processos de nucleagéo e crescimento séo conduzidos a
formarem particulas com tamanho reduzido além do controle da morfologia apenas variando

parametros tais como temperatura e tempo (ZHAO, 2002).

O termo hidrotérmico implica na ocorréncia de rea¢cdes em meio aquoso submetidas
a elevadas temperaturas (T > 25°C) e pressfes (P > 100 kPa) (SUCHANEK, 2006). Tais
condicdes propiciam materiais com elevada cristalinidade diretamente em solugéo. Este método
apresenta uma série de vantagens sobre 0s métodos convencionais e ndo-convencionais devidos
a sua versatilidade no preparo de materiais ceramicos. Outra importante caracteristica é a
precipitacdo do po ja cristalino diretamente na solucdo. Portanto, é possivel regular a taxa e a
uniformidade da nucleacdo, crescimento e envelhecimento, para promover o controle do
tamanho e morfologia do cristal, além de reduzir os niveis de agregacdo dos mesmos (RIMAN,
1993).
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3.7 Sistemas Carreadores de Farmacos

Paul Ehrlich (1854-1915) foi o primeiro pesquisador a propor que em acdo de
medicamentos de forma eficaz, o principio ativo deveria ser seletivo e somente atacar o
organismo ou agente causador da doenca. Para isso, ele também idealizou que um agente ativo
poderia ser entregue juntamente com o agente de seletividade, ou seja, uma espécie de
transporte para conduzir o agente ativo até o alvo (ARRUEBO et al., 2007). Diante disto, varias
formulacgdes envolvendo nanomateriais foram propostas para sistemas carreadores de fa&rmacos.
Dentre elas, podemos citar a utilizacdo de dendrimeros, micelas, emuls@es, lipossomas e
nanoparticulas magnéticas (VARANDAN, 2008).

No entanto, esta Ultima merece grande destaque, pois se apresenta como um vetor
sensivel a estimulos externos. Inicialmente, as nanoparticulas magnéticas foram utilizadas
como agente de contraste para terapia de radiacdo localizada, como por exemplo, as imagens
de ressonancia magnética ou tomografias computadorizadas (MEYERS; CRONIC; NICE,
1963) e para induzir oclusao vascular de tumores (ALKSNE; FINGERHUT, 1965). Somente
em 1970, em trabalho desenvolvido por Freeman e colaboradores (FREEMAN; ARROTT,;
WATSON, 1960), foi publicado o primeiro artigo visando a utilizacdo de nanoparticulas
magnéticas como sistema carreador de um agente ativo. Desde entdo, varios trabalhos foram
desenvolvidos utilizando particulas magnéticas para o direcionamento de farmacos a um local
especifico (ARRUEBO et al., 2007).

Sistemas nanoparticulados apresentam uma série de vantagens quanto a sua
utilizacdo para sistemas carreadores de farmacos, tais como o transporte do farmaco a um sitio
alvo desejado e a reducéo da quantidade de farmaco utilizado na formulagdo. E extremamente
importante controlar a quantidade administrada da droga, pois acarretara numa reducdo da
concentracdo no sitio alvo, reduzindo os efeitos colaterais (RITTER et al., 2004).
Consequentemente diminui um dos principais problemas em tratamentos contra o cancer, onde
a administracdo do farmaco ocorre em elevadas concentracfes que podem afetar também as
células normais, devido sua baixa especificidade (FARAJI; WIPF, 2009). Contudo, compdsitos
carreadores contendo nanoparticulas magnéticas em sua formulagéo apresentam uma vantagem

adicional que é a possibilidade de direcionamento especifico atraves de um campo magnético
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externo (LATHAM; WILLIAMS, 2008). Um esquema hipotético de um sistema
nanoparticulado carreador de farmacos sendo guiado por um campo magnético externo é

apresentado na Figura 3.

Figura 3 - Esquema hipotético de um sistema carreador de drogas.
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Fonte:(PLANK, 2008) adaptado.)

A utilizacdo de nanoparticulas magnéticas como sistemas carreadores de farmacos
devem ser controlada devido a limitagdes relacionadas ao seu tamanho, propriedades
magnéticas e biocompatibilidade (ARRUEBO et al., 2007). Para diminuir efeitos colaterais
aumentando sua biocompatibilidade, pode-se revesti-lo com outros compostos biocompativeis
(VARANDAN, 2008). Assim, seu uso em formulacGes de sistemas nanoparticulados para
tratamentos contra o cancer continua sendo de interesse. Uma das propriedades magnéticas de
particulas de Oxido de ferro essenciais para uso biomédico é que esta apresente 0
superparamagnetismo, pois desta forma, apos a retirada do campo magnético, as nanoparticulas

ndo tendem a se aglomerar causando uma possivel embolizacdo dos vasos capilares
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(ARRUEBO et al., 2007). Por fim, o tamanho das nanoparticulas influencia diretamente em sua
eliminacdo do organismo (SUN et al., 2010). Neste caso, tamanhos menores que 5,5 nm séo
rapidamente removidas através da depuracdo rena (SOO CHOI et al., 2007), enquanto que
nanoparticulas maiores que 200 nm sdo acumulados no figado e baco (CHEN, L. T.; WEISS,
1973). Assim, é possivel inferir que as nanoparticulas magnéticas devem ser pequenas o
suficiente para evitar a rapida filtracdo esplénica, mas suficientemente grande para evitar a
depuracdo renal. Portanto, a faixa ideal de tamanho para sistemas carreadores de farmacos

localiza-se entre 5,5 e 200 nm.

Adicionalmente, é importante ressaltar a possibilidade dos tratamentos simultaneos
de hipertermia magnética e entrega de farmacos. Trabalhos na literatura (EDELMAN et al.,
1985; KOST etal., 1985; KOST; WOLFRUM; LANGER, 1987) publicados na década de 80
ja mostravam a utilizacdo de campo magnético para controlar a liberacdo do farmaco
encapsulado em matriz polimérica. Juntamente com isso, uma série de farmacos de atividade
conhecida contra células cancerigenas, como a doxorrubicina e o paclitaxel, tem sido usados
em formulac@es de sistemas nanoparticulados carreadores de farmacos (WIDDER; SENYEL;
SCARPELLI, 1978; ZHANG et al., 2011). Contudo, novos farmacos como a piplartina,
biflorina e o pisosterol (COSTA-LOTUFO, 2010) vém sendo descobertos e testados para

verificar suas acdes contra varias células de linhagens tumorais diferentes.

Adicionalmente, recentes estudos demonstram que nanoparticulas magnéticas
podem ser utilizadas para gerar calor intenso dentro de uma matriz polimérica criando espacos
vazios para a liberacdo de farmacos encapsulados (KUMAR; MOHAMMAD, 2011). Desta
forma, sistemas formulados com o objetivo de acoplar os dois tratamentos apresentam grande

potencial.
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3.8 Biopolimeros

Os biopolimeros sdo polimeros ou copolimeros aplicados como biomateriais
produzidos a partir de matérias-primas como milho, cana-de-acucar, celulose, quitina e outras
(BRITO et al., 2011).

Materiais poliméricos sintéticos tém sido amplamente utilizados em fontes médicas
descartaveis, materiais prostéticos, materiais dentarios, implantes, pensos, dispositivos
extracorporais, encapsulantes, sistemas de entrega de drogas poliméricas, produtos de
engenharia de tecidos, e orthodoses como os de metal e cerdmica substituintes (PARK;
BRONZINO, 2002), enquanto polimeros porosos tém sido bastante empregados no campo de

biomateriais na producdo de membranas, suportes para crescimento celular e implantes.

Alguns fatores ambientais e s6cio-econdmicos que estdo relacionados ao crescente
interesse pelos biopolimeros sdo: os grandes impactos ambientais causados pelos processos de
extracdo e refino utilizados para producdo dos polimeros provenientes do petrdleo, a escassez
do petréleo e aumento do seu preco. Outro fator preponderante é a ndo biodegradabilidade da
grande maioria dos polimeros produzidos a partir do petrdleo, pois contribui para o acimulo de
lixo plastico sem destino apropriado que levara de dezenas a centenas de anos para ser

novamente assimilado pela natureza (BRITO et al., 2011).

Apesar de todas as vantagens, 0s biopolimeros possuem algumas limitacGes que
tornam dificil seu uso como produto final. Assim, diversos estudos tem se dedicado a
modificacdo dos biopolimeros para viabilizar o processamento e uso dos mesmos em diversas
aplicacdes(FECHINE, 2010). Para isso, blendas (BALAKRISHNAN et al., 2010), compadsitos
(CHEN, L. J.; WANG, 2002), nanocompositos (CHIVRAC et al., 2010), tém sido estudados
no intuito de melhorar propriedades como processabilidade, resisténcia térmica, propriedades

mecanicas, propriedades reoldgicas, permeabilidade a gases e taxa de degradagé&o.

Polimeros biodegradaveis sdo compostos nos quais a degradagdo resulta, por
exemplo, da acdo de microorganismos de ocorréncia natural como bactérias, fungos e algas

(INTERNATIONAL, 2004), podendo ser consumidos em semanas ou meses sob condigdes
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favoraveis de biodegradacdo (MOHANTY, 2005). Eles podem ser provenientes de fontes
naturais renovaveis como milho, celulose, batata, cana-de-acglcar, ou serem sintetizados por
bactérias a partir de pequenas moléculas. Dentre os polimeros biodegradaveis, os que tém
atraido mais atencéo sdo os obtidos a partir de fontes renovaveis, devido ao menor impacto
ambiental causado com relacéo a sua origem, o balan¢o positivo de dioxido de carbono (CO2)
apos compostagem, e a possibilidade de formag&o de um ciclo de vida fechado (RAY, 2005).

3.9  Quitosana

A quitosana, B-(1-4)-D-glicosamina, é a forma parcialmente desacetilada da
quitina, B-(1-4)-N-acetil-D-glicosamina (WESKA et al., 2007). Quimicamente, a quitosana é
um biopolimero de alto peso molecular, sendo uma poliamina na qual os grupos amino estdo
disponiveis para reacfes quimicas (preparacdo de derivados) e formacéo de sais com &cidos.
Os grupos hidroxila C-6 (priméario) e C-3 (secundario) também podem ser utilizados na
preparacédo de derivados.

As varia¢Ges nos métodos de preparacdo da quitosana resultam em diferengas no
seu grau de desacetilacédo, na distribuicdo dos grupamentos acetil, na viscosidade e na massa
molecular ou grau de polimerizacdo (BERGER et al., 2005; RONG HUEI; HWA, 1996). Estes
parametros influenciam na solubilidade, atividade antimicrobiana e outras propriedades, sendo
que a quitosana comercial possui, geralmente, grau de desacetilacdo variando de 70 a 95%, com
uma massa molecular na faixa de 50 a 2000 kDa (REGE; GARMISE; BLOCK, 2003). Este
biopolimero € insoltivel em agua, alcalis, alcool e acetona, porém, sua solubilidade é completa
guando adicionada a acidos organicos abaixo de pH 6,0, como &cido acético, férmico e citrico
(CRAVEIRO, 1999).

A quitosana (Figura 4) é obtida a partir da desacetilagdo da quitina por processos
de hidrélise basica e composta pelas unidades 2-amino-2-desoxi-D-glicopiranose e 2-
acetamido-2-desoxi-D-glicopiranose, as quais sdo unidas por ligacdes glicosidicas do tipo

B(1—4). Esse biopolimero apresenta importantes propriedades bioldgicas tais como baixa
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toxicidade, ndo causa alergia, pode ser empregado como anticoagulante, € biodegradavel,
biocompativel e possui propriedades antibacterianas (JANEGITZ et al., 2007).

Figura 4 - Estrutura da quitosana.
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Fonte: Proprio autor.

A quitosana pode atuar na prevencdo de formacdo de “biofilmes” de
microrganismos (crescimento de fungos e bactérias) em procedimentos ou dispositivos de
implantes. Uma investigacdo preliminar dos efeitos de um revestimento de quitosana sobre o
desenvolvimento de biofilmes bacterianos ou fangicos, sugere que o revestimento destrdi os
microbios essencialmente pela imobilizacdo ou fixacdo dos mesmos, evitando que 0s
microrganismos se agrupem a superficie do implante. Embora sejam necessarias maiores
investigacOes, caso seja comprovado que a possibilidade da quitosana ser uma cobertura
efetiva, este pode se tornar um aditivo poderoso capaz de reduzir de forma significativa as taxas
de infecgdes associadas a implantes e diminuir o risco dos microrganismos desenvolverem
resisténcia aos antibioticos que séo utilizados atualmente no revestimento de implantes (V. V.
C. AZEVEDO, 2007).
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Majeti e Kumar (RAVI KUMAR, 2000) mostraram em seu trabalho que a quitina
e a quitosana tem uma larga escala de aplicacOes e podem ser usadas, por exemplo, em
aplicacdes de engenharia e biomédica e isto se deve a facilidade de moldagem da quitosana e
seus derivados, fazendo desse material um forte candidato a portador de uma variedade de
drogas para sua liberagdo controlada. Desta forma, segundo os autores, a aplicagdo mais

evidente se da na area farmacéutica

Khor e Lim (KHOR; LIM, 2003) realizaram estudos sobre a aplicacdo da quitosana
em varios tipos de implantes (ortopédico e odontoldgico), reconstituicdo de tecidos e liberacdo
controlada de drogas, uso como cicatrizante e biocompatibilizante entre tecidos, onde ficou

comprovada o uso promissor desse material nas aplicagdes acima mencionadas.

3.10 “Scaffolds”

A engenharia de tecidos, através de estudos experimentais, tem contribuido para o
avanco da medicina regenerativa, por desenvolver suportes sintéticos ou utilizar arcabougos
naturais, conhecidos como “scaffolds”, que substituam as funces fisiol6gicas do tecido 6sseo,
formando um meio ou microambiente apropriado para as células se organizarem em estruturas
funcionalmente similares ao tecido original. Este meio apropriado, de natureza biodegradavel,
permite a adesdo celular ao suporte, a proliferacéo e segregacdo do suporte do tecido 6sseo, até
a obtencédo de um substituto artificial funcional com caracteristicas do tecido original (OLSSON
et al., 2008). Na Figura 5 temos micrografias que representam algumas dessas estruturas que

servem de suporte para a formacéo celular.
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Figura 5 - Micrografias de biomateriais em “scaffolds” como suporte para a fixagdo de células e formagdo de
tecidos.
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Fonte: adaptado de (FRANCIS SUH; MATTHEW, 2000)

Biomateriais na forma de “scaffolds” sdo aqueles que possuem arcabougos
tridimensionais porosos, propriedades bioativas e biodegradaveis, que servem de molde para a
formacéo do novo tecido (LIU, X.; MA, 2004). A estrutura deste deve possuir cinco fatores
considerados desejaveis: superficie que permita adesdo e crescimento celular; nenhum
componente ou subproduto de sua degradacéo deve provocar rea¢@es inflamatorias ou toxicas;
apresentar estrutura tridimensional; a porosidade deve proporcionar elevada area superficial
para interacdo célula-“scaffold” e ter espaco para a regeneracdo da matriz extra-celular
(OLSSON et al., 2008).

A porosidade dos “scaffolds” influencia o desenvolvimento das células
osteoblasticas e, em combinacdo com as condicdes de cultura para a funcionalidade dos tecidos
formados in vitro, facilitando a chegada de células indiferenciadas desde o peridsteo, enddsteo
e matriz déssea, que se localizam entre as trabéculas do implante e se diferenciam em
osteoblastos, formando novo 0sso (OLSSON et al., 2008).
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3.11 Sinvastatina

As estatinas como sinvastatina (SINV), lovastatina e pravastatina sdo inibidores
competitivos especificos do 3-hidroxi-2-metil-glutaril coenzima A redutase (HMG-
CoA).(GOODSON, 1994; OKUDA etal., 1992). Estes agentes sdo amplamente utilizados para
reduzir o colesterol, e proporcionam uma abordagem importante e eficaz para o tratamento da
hiperlipidemia e arteriosclerose. As estatinas também parecem modular a formagdo do 0sso,
aumentando a expressdo de proteina morfogenética do osso (MUNDY et al., 1999),
proporcionando assim uma nova orientacdo no campo da terapia periodontal. Varios estudos
com animais (HENWOOD; HEEL, 1988; KISHIDA et al., 1991; TODD; GOA, 1990)
revelaram que SINV auxilia na regeneracédo 6ssea, bem como o efeito anti-inflamatdrio quando

entregues ou aplicados localmente.

Sakoda et al. (SAKODA et al., 2006) mediu o efeito de SINV na producgéo de
interleucina (IL) -6 e -8 e de uma linha de células epiteliais humanas cultivadas (células KB)
em resposta a IL-1. SINV diminuiu a producdo de IL-6 e -8, um efeito que foi revertido por
adicdo de mevalonato pirofosfato ou geranilgeranilo, mas ndo farnesil pirofosfato. SINV
reduziu o fator nuclear kappa B e a atividade da proteina ativadora 1 promotora em células KB,
0 que indica um efeito anti-inflamatério para SINV em células epiteliais bucais humanas,
aparentemente envolvendo a inibicdo da Racl GTPase, uma enzima hidrolase que se pode ligar
e hidrolisar o trifosfato de guanosina. A uma concentracdo baixa, SINV apresenta um efeito
positivo sobre a proliferacdo e diferenciacdo de células osteoblasticas humanas PDL, e estes
efeitos podem ser causados por inibi¢do da via do mevalonato. SINV é relatada para estimular
o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) de libertagdo de uma forma dependente da
dose e 0s autores sugeriram que as estatinas podem promover a diferenciacéo dos osteoblastos
e a formacdo de nodulos dsseos, estimulando a expressdo de VEGF no tecido dsseo
(HENWOOD; HEEL, 1988).

A terapia periodontal exige um efeito focado em defeitos especificos, sugerindo a
importancia da aplicagdo local da droga. Um nimero de estudos tém-se concentrado sobre 0s
efeitos da administracdo local de SINV sobre a formacéo 6ssea (JEON et al., 2008; MORRIS
et al., 2008; VAZIRI et al., 2007). Também tem sido observado que a aplicacdo do presente
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agente para uma cultura de células do ligamento periodontal humanas aumenta a sua
proliferacédo e o metabolismo (YAZAWA et al., 2005). Portanto, a SINV poderia desempenhar

um papel significativo como um agente terapéutico no tratamento da doenca periodontal.

Inibidores da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase, ou
simplesmente estatinas, sdo medicamentos muito utilizados nas duas ultimas décadas para a
reducdo de niveis elevados de colesterol plasmatico. Curiosamente, estudos recentes relataram
a acao dessas substancias na formacdo Ossea, pela estimulacdo da expressdo da proteina
morfogenética 6ssea (BMP)-2 (ANBINDER et al., 2006). Em 1999, Mundy et al. estudaram a

estimulacdo da formag&o Ossea pelas estatinas, in vitro e in vivo, em roedores.

Para investigar os feitos bioldgicos das estatinas no 0sso, lovastatina, sinvastatina,
fluvastatina ou mevastatina foram adicionadas a cultura de calvaria murina neonatal. As
estatinas aumentaram a formacéo 6ssea em duas a trés vezes. Os autores injetaram também
lovastatina ou sinvastatina, via subcutanea, sobre a calvaria de camundongos jovens e ap0s
tratamento, trés vezes ao dia durante cinco dias, utilizando dose de 5 ou 10 mg.kg™ por dia,
encontraram que 0 0sso tratado era 50% mais espesso que o encontrado no grupo controle. Os
autores testaram ainda os efeitos da sinvastatina em ratas ovariectomizadas ou néo, para que 0sS
efeitos da menopausa fossem simulados. Nos animais que receberam doses orais de 5 a 50
mg.kg? por dia por 35 dias, as tibias, os fémures e as vértebras apresentaram-se com aumento
entre 39 e 94% no volume de osso trabecular. Essa pesquisa foi bastante discutida na literatura
e estimulou varias pesquisas sobre as a¢des das estatinas no tecido 6sseo, embora alguns poucos

estudos anteriores ja lidassem com o assunto.

A sinvastatina € um antilipémico, de formula molecular C2sHsgOs, amplamente
consumido no Brasil, e esté incluida na Relagcdo Nacional de Medicamentos Essenciais para o
tratamento de cardiopatia isquémica e de hipercolesterolemia (OLIVEIRA, M. A. D. et al.,
2010). Trata-se de uma lactona inativa que é convertida em seu f,5-hidroxiécido
correspondente (forma ativa), via metabolismo hepético pelo citocromo P450, apds
administracdo oral. Este farmaco (Figura 6) € um potente inibidor da enzima 3-hidroxi-3-metil-
glutaril-coenzima A (HMGCoA) redutase, que catalisa a sintese de colesterol (POLONINI et
al., 2011).
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Figura 6 - Estrutura quimica da sinvastatina.

Fonte: Préprio Autor

Rojbani (ROJBANI et al., 2011) realizou um estudo comprovando a agdo da
sinvastatina associada a hidroxiapatita na formacdo 6ssea, no qual ratas sofreram um defeito
6sseo de 5 mm de didmetro na a dura-méter do cérebro em cada lateral em relacdo ao plano
sagital. Os defeitos foram preenchidos com particulas de substitui¢cdo. O grupo de cobaias que
recebeu preenchimento contendo sinvastatina apresentou maior quantidade de 0sso novo e taxa

de degradacéo que o grupo que recebeu substituintes sem SINV (ROJBANI et al., 2011).

Sendo assim, estuda-se a possivel utilizacdo desses medicamentos na medicina que
poderiam vir a atuar, por exemplo, no reparo de defeitos 6sseos causados por lesdes intra-
Osseas, em fraturas ou como adjuntos na terapia periodontal e auxiliando nos processos de
osseointegracdo (ANBINDER et al., 2006) .
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1  Desenvolvimento do nanobiocompdsito

Na sintese do biocompdsito todos os reagentes utilizados ndo passaram por
qualquer tratamento prévio visando sua purificacdo. A Tabela 1 mostra os reagentes utilizados

bem como suas respectivas procedéncias.

Tabela 1 - Reagentes utilizados bem como suas respectivas formulas moleculares, marcas e purezas.

Reagentes Formula Marca Pureza (%)
Molecular

Cloreto de Ferro (1) FeCls . 6H.0 Dinamica 97,0
Sulfato de Ferro FeSO, . 7H.0 Vetec 99,0
Cloreto de Calcio CaCl; . H20 Dinamica 99,67
Acido Fosférico HsPO4 Quimex 85,0
Hidréxido de Amonio NH,OH Dinamica 30,0
Cloreto de Amobnio NH4CI Vetec 99,5
Acido Cloridrico HCI Vetec 37,0
Acido Oléico C1sH340; Dinamica NI*
Acetonitrila CHsCN Vetec 99,8
Cloroférmio CHCl3 Synth 99,8
Acido Acético CH3COOH | Dinimica 99,7

Fonte: Proprio Autor; * Ndo informado (NI)

4.1.1 Sintese da HA via tratamento hidrotérmico

Uma solucdo aquosa de H;PO, 0,3M foi adicionada a uma outra de CaCl,.H,0O

0,5M sob agitagéo e com uma relacdo molar Ca/P=1,67. Formou-se um precipitado branco com

a adicdo de NH,OH sob forte agitacdo até pH 9, mantendo a suspenséo sob agitacdo por mais
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duas horas com o pH mantido em 9. O precipitado foi lavado com agua destilada e filtrado a

Vacuo.

O po foi disperso em uma solucéo de NH,CI 0,1M, com o pH mantido em 9. Razéo
de peso entre o precipitado e a solucdo foi de 1:10. As suspensdes foram colocadas em um
autoclave de Teflon de aproximadamente 50mL com camisa de aco inox para receberem o
tratamento hidrotérmico a 150°C por 5h. Apds essa etapa o0 material foi filtrado a vacuo, lavado
e secado a 80°C. A equacdo quimica abaixo representa a reacdo de formagdo da HA
(Cayo(PO4)6(OH)y).

10C8.C|2(aq) + 6H3PO4(aq) + NH4OH(aq) — Calo(PO4)6(OH)2(S) + 18HC|(aq) + 2 NH4CI(aq)

4.1.2 Sintese da Magnetita via co-precipitacao.

A sintese das nanoparticulas magnéticas foi realizada seguindo a metodologia
utilizada por Barreto e colaboradores (BARRETO et al., 2011). Num béquer de 100mL foram
colocados cerca de 30ml de dgua mili-Q, posteriormente foi acidificada com uma solucédo de
acido cloridrico 5% até o ajuste de pH entre 3 e 4 e posta sob agitacdo constante e temperatura
de 70°C. Para a sintese da ferrita, utilizou-se uma chapa aquecedora e um agitador mecanico
para aquecer e agitar a reacdo. Foram pesadas e dissolvidas em agua mili-Q os sais dos metais
precursores Fe*2: Fe*® numa razdo molar de 1:2. Para tal, foi produzido uma solugdo aquosa
de FeCls;.6H,0O 1,08M e FeSO4 .7H.0 0,54M, em seguida misturadas no meio previamente

acidificado e aquecido.

Em seguida foi acrescentado na mistura uma solugdo de NH4sOH 5% (v/v) até
ajustar o pH para 10. Foi observada uma mudanga na coloragéo da solucéo final e a formacéo
de um precipitado negro, que representa a formacdo da magnetita de acordo com a reagéo

estequiomeétrica:
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Fe+2(aq) + 2Fe+3(aq) + 8OH-(aq) — FC3O4(5) + 4H20(|)

Resfriou-se a mistura até a temperatura ambiente e o precipitado foi separado por
decantagdo magnética, lavado repetidas vezes com agua destilada e metanol. Depois 0 mesmo
foi seco em um dessecador sob vacuo constante. O fluxograma (Figura 7) mostra as etapas da
sintese.

Figura 7 - Fluxograma de preparacdo das nanoparticulas magnéticas.

FeCl_.6H.O FeSO .7H O NH OH
3 2 4 2 4

Precipitacéo S Agitacdo Constante

Temperatura 70°C

Filtracdo e Lavagem

l ———>  Agua/ Metanol

Secagem

l ———>  Dessecador / 3 dias

Nanoparticulas Magnéticas

Fonte: Préprio autor.
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4.1.3 Sintese do composito Fes0s-HA

A sintese consiste primeiramente na producdo da magnetita pelo método descrito
acima. Apos seco, a magnetita foi inserida numa solucdo de CaCl2.H20 0,5M sob agitacéo
constante, usando um agitador mecanico. Apds a homogeneizacdo do meio, gotejou-se
lentamente uma solugédo aquosa de H;PO, 0,3M. A formagéo da HA ocorreu apos a precipitacao
com NH4OH até pH 9,0, onde houve a jun¢do da magnetita na ceramica. Um precipitado cinza
foi produzido, lavado com &gua destilada, seco e levado ao autoclave de teflon, disperso em
uma solucéo de 0,1M de NH,CI (90% m/m), com o pH mantido em 9 onde fora submetido ao
tratamento hidrotérmico a 150°C por 5h. Apo6s essa etapa o material foi filtrado a vacuo, lavado
e secado a 80°C. A razdo m/m pretendida do composito foi de 90:10 (HA: FesO4) (PANSERI

et al., 2012). E possivel visualizar os aspectos das amostras sintetizadas na figura 8.

Figura 8 - Nanoparticulas de FesO4, HA e composito de FesO4-HA respectivamente.

Fonte: Préprio autor.
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4.1.4 Modificacéo da superficie da FesO4-HA com &cido oleico (AO)

Uma quantidade de 0,3 g de FesOs-HA foi submetida a forte agitacdo mecénica em
cloroférmio 50mL por 10 min e, em seguida, dispersas na solugéo por tratamento ultrassénico
durante 30 min. Gotejou-se 4 mL de &cido oleico sob agitacdo. A mistura foi aquecida a 75°C
por 30 minutos ((LUO et al., 2010) adaptado). Apds a agitacdo o sistema foi centrifugado a
3.000 rpm por 20 minutos e lavado repetidas vezes com agua destilada e uma vez com etanol
para retirar o 4cido que ndo reagiu. O material lavado foi seco a temperatura ambiente e

armazenado a vacuo.

4.1.5 Extracdo da sinvastatina de capsulas farmacéuticas

Macerou-se 0s comprimidos (2 unidades) de sinvastatina 40 mg vendidos
comercialmente (Sinvasmax — Globo) em farmacias e posteriormente adicionado 20 mL de
acetonitrila. A suspensao formada ap6s agitacdo a temperatura ambiente durante 30 minutos
foi filtrada para separar a sinvastatina (filtrado) do excipiente. A SINV se recristalizou a
temperatura ambiente e ap0Os seca, armazenada a vacuo e sem contato com luz para evitar

oxidagao.

4.1.6 Adsorc¢ao de sinvastatina na superficie da FesO»-HA@AO.

Em um tubo falcon foi adicionado 100 mg de FesOs-HA previamente preparada e
10 mL da solugdo de sinvastatina com concentragdo de 2000 pg.mL? solubilizada em
acetonitrila. Segundo Carvalho (CARVALHO, 2013), essa concentragcdo se comportou como a
melhor quantidade de farmaco a ser adsorvido em maior quantidade pelo compésito. O tubo foi

submetido a forte agitacdo horizontal por 24 horas e a quantidade adsorvida foi verificada
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através da medida da absorbancia. O gréafico de calibracdo foi preparado a partir dos dados de
concentracdo (mg/L) versus absorbancia (A) (YIN et al., 2003).

O equipamento utilizado foi 0 GENESYS 10S da THERMO SCIENTIFIC, no
laboratério de adsorcdo e catalise LANGMUIR do Departamento de Quimica Analitica e
Fisico-Quimica da UFC. Todas as medidas foram realizadas em cubetas de quartzo de 1,0 cm
de caminho Optico. A Figura 9 é um esquema meramente ilustrativo da preparacdo do

nanobiocomposito.

Figura 9 - Esquematizacdo do nanobiocomposito.
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Fonte: Proprio Autor.

4.1.7 Preparo dos “scaffolds” de Quitosana com Fe30s-HA@AO-SINV

Uma solucdo de quitosana (86%) foi preparada utilizando 4g de quitosana em pé e
200mL de solucdo de acido acético 1% (v/v), sob forte agitacdo por aproximadamente 3h em
uma proporcao de 2% (m/v). Em seguida, a solucdo foi centrifugada a 4000 rpm por 30 minutos
para separacdo de possiveis impurezas (Figura 10).

A mistura foi submetida a agitagdo por 10 minutos enquanto ocorreu a adi¢cdo do
composito FesOs-HA@AO-SINV e sonicada por 30 minutos. Aproximadamente 8 g da mistura

foi colocada em moldes de 5 cm de diametro. A solucdo de quitosana + composito foi congelada
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em nitrogénio liquido. Em seguida, liofilizou-se por 48h (Figura 10). A liofilizacéo do material
foi feito no laboratério de Bioquimica (Labalgas) da Universidade Federal do Cearda com a
colaboracdo da Profa. Dra. Ana Llcia Ponte Freitas.

Figura 10 - Scaffolds de quitosana pura (a direita) e de quitosana com Fe;0,-HA@AO-SINV (a esquerda).

Fonte: Proprio autor.
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5 CARACTERIZACAO

5.1 Difracdo de raios-x

As medidas de Difracéo de raio-X (DRX) foram realizadas em um aparelho X-ray
powder diffractometer Xpert MPD (Panalytical), equipado com tubo de CuKa (A = 1,5418 nm),
voltagem de 40 kV com uma corrente de 30 mA em um intervalo de varredura 26 = 20 — 80°,
tendo sido realizadas as medidas no laboratorio de raios-X no Departamento de Fisica da
Universidade Federal do Ceard, Brasil. Para interpretacdo e analise dos difratogramas foi
utilizado o metodo Rietveld de refinamento de estrutura com uso do software DBWS tools,

versdo 2.4 para obter os padrdes de difracdo ICDD.

5.2  Espectroscopia na regido do infravermelho

Para a obtencdo dos espectros no infravermelho por transformada de Fourier
(FTIR), as amostras foram maceradas em almofariz de agata e prensadas em forma de pastilhas
com KBr, em uma propor¢do 1:10 entre amostra: KBr. Apds o processo de prensagem,

-1
foram registrados os espectros de intervalo de 4.000a 400 cm , em um aparelho Shimadzu
FTIR 8300, na Universidade Federal do Ceara, Departamento de Quimica Organica e

Inorganica, Brasil.

5.3  Curvas de Magnetizacdo

As medidas magnéticas foram obtidas a temperatura ambiente e a 5K utilizando um

magnetémetro de amostra vibrante (VSM) da marca Cryogenic 5 Tesla VSM system, com
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campo magnético de até 5 Tesla e faixa de temperatura de 2 a 300 K (Departamento de Fisica
da Universidade de Santiago de Chile — USACH). Este, por sua vez, foi previamente calibrado
usando um fio de Niquel puro. Posteriormente, realizou-se a medi¢do da massa de cada amostra

para avaliar as propriedades magnéeticas e seu resultado foi mostrado em emu/g.

5.4  Microscopia eletrénica de transmissédo (MET)

A andlise de Microscopia Eletronica de Transmissdo foi realizada em um
equipamento Jeol JEM — 1011 operando em 100kV e equipado com uma camera CCD Orius
831 da Gatan. As amostras foram diluidas, depositadas em grades de carbono e revestidas
com cobre. Posteriormente as amostras depositadas foram secas completamente a 60°C por uma
noite, antes da analise. Estas analises foram realizadas em parceria com a Universita del

Salento, Italia.

5.5  Espectrofotometria de absorcéo na regido do ultraviloleta

Na caracterizacdo da SINV, os espectros na regido do ultravioleta foram tracados
na faixa de comprimento de onda 190 a 300 nm, utilizando-se solugéo de 16 ug/mL de SINV
em acetonitrila. Os maximos de absor¢do foram comparados com os descritos na literatura. O
equipamento utilizado foi 0 GENESYS 10S da THERMO SCIENTIFIC, no laboratério de
adsorcéo e catalise LANGMUIR do Departamento de Quimica Analitica e Fisico-Quimica da
Universidade Federal do Ceara. Todas as leituras foram realizadas em cubetas de quartzo de 1

cm de caminho otico.
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5.6  Microscopia Eletronica de Varredura.

As micrografias obtidas pelo microscopio eletrénico de varredura do laboratério da
Central Analitica da Universidade Federal do Ceara, Brasil. O equipamento utilizado foi o
Microscopio Eletronico Quanta FEG 450, FEI ambiental. As amostras foram fixadas em fitas
de carbono, secas ao ar e cobertas com uma fina camada de ouro para atribuir uma boa
condutividade requerida para as imagens de MEV. O compdsito em po6 foi fixado em cola de

prata, utilizando o mesmo equipamento.

5.7  Calorimetria Exploratoria Diferencial

As curvas DSC foram obtidas no equipamento DSC Q20 V24.9 Build 121 sob
atmosfera dindmica de nitrogénio com vazdo de 50 mL.min*, razdo de aquecimento de
10°C/min, com aquecimento até 450°C. As andlises foram feitas na Universidade Federal do

Ceard, Brasil.

5.8 Analise Térmica

As amostras foram submetidas a analise termogravimétrica (TG) em equipamento
modelo TGA Q50 V20.13 Build 39 da TA Instruments, da Universidade Federal do Ceara,
Brasil. A faixa de temperatura usada foi de 0 a 900°C, com razé&o de aquecimento de 10°C.min’

1 em atmosfera artificial. Com vazdo de 25 mL.min™.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacao da FesO4-HA

6.1 DRX

As medidas de DRX foram realizadas com intuito de caracterizar estruturalmente
as amostras de HA, FesOs e do composito sintetizado (FesOs-HA). Os dados das amostras
foram tratadas matematicamente pelo refinamento de Rietveld, com o auxilio do programa
DBWS Tools versdo 2.4. Foi considerado o tamanho do cristalito para calculo do tamanho de
particula, pois em sistemas nanométricos com um Unico dominio admite-se que o tamanho do
cristalito esteja proximo ao de particula (NAKAMURA et al., 1989). Com base nesses célculos,

se obtiveram informag0es sobre as amostras de HA-5h, FesO4 e Fe3O4-HA (Figura 11).
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Figura 11 - DRX comparativo das amostras de Fe3O4, HA e Fes0s— HA
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Fonte: préprio autor.

As fases cristalinas foram examinadas por comparacao aos difratogramas com o
banco de dados ICDD relativo ao padrdo da HA (ICDD/PDF-01-072-1243) e do Fes3Os
(ICDD/PDF: 00-001-1111). Na amostra de HA com tratamento hidrotérmico de 5h (Figura 11)
apresentara nitidas definigdes nos difratogramas, devido a uma maior cristalinidade obtida

durante o tratamento hidrotérmico. Esta amostra apresentou uma unica fase, Caio(PO4)s (OH)2,



54

com sistema cristalino hexagonal. Para a amostra de FesOs a sintese foi executada com éxito
comparando os resultados com o padrdo ICDD durante o refinamento (Figura 11). Os picos
cristalograficos obtidos sdo relativos ao sistema cristalino cubico de grupo espacial Fd-3m que
representam as caracteristicas das células unitarias para o espinélio da magnetita. O compasito
produzido foi analisado apds o refinamento e observou-se 0s picos caracteristicos
predominantemente da HA, novamente bem definidos devido ao tratamento hidrotérmico,
como também alguns picos de FesO4 que apareceram discretamente, sendo possivel observar
com exatiddo apenas um pico em torno de 26 = 36 graus. Os resultados indicam, como esperado,

que o tratamento hidrotérmico favoreceu o crescimento dos cristalitos.

Adicionalmente, deve-se ressaltar que no método de Rietveld, um dos valores mais
importantes a serem avaliados sdo o Rwp (porcentagem de erro obtido) e o S (razéo do erro
previsto pelo erro esperado), uma vez que estes se referem a concordancia e ao progresso do
refinamento (Tabela 2) (ARAUJO, 2006). A literatura reporta que valores considerados bons
de Rwp séo de 2-10%, enquanto que os valores tipicos obtidos variam de 10-20% (FANCIO,
1999). Valores de S < 1,3 indicam um refinamento satisfatorio (CASAGRANDE; BLANCO,
2005). Para todas as amostras caracterizadas, somente a HA-5h mostrou um valor de S acima
do satisfatério, o que se pdde justificar durante o tratamento hidrotérmico que ocorre um
crescimento preferencial no eixo c, dificultando o refinamento observado no pico [002]
préximo de 25 graus. A variacdo dos valores de tamanho de particula para as amostras
analisadas foram 4,9 — 19,9 nm e porcentagem molar de 93,5% para HA e 6,5% para Fe3O4

quando juntos no composito formado, como observado na Tabela 1.
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Tabela 2 - Resultados dos parametros estruturais refinados pelo método de Rietveld para as amostras de HA-5h,
FesOse FesO4-HA,

Tamanho
Fase o médiode Rwp
Amostra cristalina 76 Molar cristalito (%) S
(nm)
Hidroxiapatita ~ Ca1o(POa)s
(5h) (OH)s 100 19,9 17,7 2,33
Magnetita Fe3Oq 100 18,01 1491 0,91
Magnetita- HA 93,5 (HA) 14,6 (HA)
Hidroxiapatita Fes0as 6,5 (Fe:0s) 4,9 (Fe;0.) 1213 148

Fonte: préprio autor.

Nota-se ainda na Figura 11, que o0s picos observados (pontos pretos) sao
aproximadamente coincidentes com os picos calculados (linha vermelha), o que pode ser
verificado na linha (linha verde) que representa a diferenga entre intensidade observada e
intensidade calculada. Como pretendido, a razdo (m/m) do compdsito 90:10 foi aproximado,
comparado com a porcentagem molar do compdsito (tabela 2). O tamanho médio de particula
dos trés materiais analisados, mostraram valores proximos, mesmo ap0s a formacdo do
composito FesO4+HA, o qual apresentou valor de 19,5nm aproximadamente se considerado a
soma dos dois valores das fases isoladas. Vale salientar que tal refinamento n&o se pode calcular

valores de tamanho do compdsito, uma vez que o software analisa cada fase separadamente na
amostra.

Os gréficos de Williamson Hall (Figura 12) mostram uma linearidade no perfil da
amostra de HA-5h (Figura 12 (b)), que reflete uma homogeneidade da particula. A amostra de
Fe304 (Figura 12 (a)) ndo apresentou perfil linear, exibindo pontos de contragdo e expansdo da

rede cristalina e uma alta heterogeneidade da particula.



Figura 12 - Gréficos de Williamson-Hall para as amostras de (a) FesO4 e (b) HA-5h sintetizadas.
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6.2  Espectroscopia na Regido do Infravermelho

No espectro do infravermelho estdo presentes as bandas que caracterizam as fases
das amostras HA, Fe3Ose 0 composito (FesOs-HA) obtido pelos dois materiais. Os espectros
de FTIR para as amostras tratadas em solucéo 0,1 M de NH4ClI (Figura 13), indicam que os ions
introduzidos ndo permanecem na estrutura dos produtos finais, que poderiam causar problemas
em aplicaces bioldgicas. Além disso, houve um comparativo entre as amostras a fim de
detectar as bandas presentes no compdsito formado com os materiais precursores. Para a
amostra de magnetita foi observado bandas relativas as ligagcdes para o espinélio de ferro, com
nimero de onda de 582 cm™, referente ao estiramento das ligagdes de Fe no sitio tetraédrico,
1400 cm referente a vibragdo angular relativo a ligagio Fe-O, 1635 cm™ e 3410 cm™ referentes
respectivamente a vibracdo angular e estiramento das ligacbes O-H presentes nas
nanoparticulas devido ao fato de sua sintese ser realizada em meio aquoso. Isso faz com que a
superficie do material fique recoberta por grupos hidroxila oriundas da agua (CAN; OZMEN;
ERSOZ, 2009; YAMAURA et al., 2004).
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Figura 13 - Espectros obtidos na regido do infravermelho para as amostras de HA-5h, Fe30a, e FesOs-HA.
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Fonte: préprio autor.

Todos os modos vibracionais dos grupos funcionais da HA foram identificados
(Tabela 3). As bandas muito fortes observadas, respectivamente, em 1097 e 1033 cm foram
associadas com estiramentos vibracionais fora do plano de P-O, ao passo que a banda fraca
centralizada em 960 cm™ foi atribuida & vibragdo de estiramento simétrico de O-P-O. Os modos
vibracionais fortes do O-P-O podem ser observados nos numeros de onda entre 563 e 603 cm"
1 As vibragOes associadas ao CO3® estdo entre 1417 e 1460 cm™, 873 e 875 cm™. A presenca
de COs? ¢ atribuida a incorporagdo de espécies provenientes do ar, visto que as amostras foram
produzidas em atmosfera e em solugdo aquosa (ARENDS et al., 1987; VISWANATHAN;
NAYAR; ARULDHAS, 1986).
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Tabela 3 - Bandas de absorcio na regifo do infravermelho da HA, Fe3O4 e Fe30Os-HA

Tentativa de atribuicdo dos espectros de FTIR (cm™?)

Numero de Onda (cm™)

HA HA-5h  Fe304 Fes04-HA
vo-H de H20 adsorvida e O-H de

arupos OH 3700 - 2500 3444 3410 3444
do-H de H20 adsorvida 1620 1637 1635 1637
vp-0 o grupo POs* 1087 1097 - 1097
vp-0 o grupo POs* 1030 1033 - 1033
vp-o do grupo POs* 956 960 - 960
vp-oH) do grupo POs* 865 875 - 875
do-+ de grupo OH 640 634 635 634
p-0 do grupo PO4* 610 603 - 603
8p-o(H) do grupo HPO4* 560, 450 563 - 563

vre-o [Td] - - 580

OFe-0 - - 1400

Fonte: proprio autor.

6.3  Medidas de Magnetizagdo

As curvas de magnetizacdo foram utilizadas para fazer o estudo das propriedades
magnéticas. As amostras de nanoparticulas foram analisadas a temperatura ambiente e a Figura
14 apresenta o gréafico da curva de magnetizacdo, comportamento especifico de material
superparamagnético (GOLDMAN, 2005). As amostras apresentaram coercividade e
magnetizacdo remanescentes iguais a zero, indicando que tanto o FesOs4 quanto a mesma

misturada (FesO4-HA) sdo superparamagnéticas.
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Figura 14 - Curvas de Magnetizacdo para as amostras de FesO. e Fe;04-HA.
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Fonte: préprio autor.

Notou-se também uma diminuicdo na intensidade (emu/g) da FesOs-HA devido a
proporcao em massa dos dois compostos (10:90 respectivamente), no qual houve um aumento
de massa de material ndo-magnético. 1sso apenas diminui a magnetizacdo de saturacdo, porém
n3o altera a propriedade superparamagnética do compésito em si. E possivel verificar na figura
15 que a magnetita e o compdsito de FesOs-HA possuem forte atragdo pelo imd mesmo apds

adicdo de grande massa de HA na magnetita.
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Figura 15 - Imagem mostrando atracdo das amostras de FesO4-HA e Fe3O4 pelo ima.

Fonte: Proprio autor.

As curvas de magnetizacdo a temperatura ambiente das amostras estudadas podem
ser descritas pela funcéo de Langevin (AURIC et al., 1982).

M = Np2H / 3KgT Equagéo 1

Onde N, Kg, T e H indicam, respectivamente, o nimero de ions de Fe?*, a constante
de Boltzmann, a temperatura e 0 campo magnético aplicado. O tamanho de particula também
pode ser inferido a partir de tal fungdo ajustando o parametro a= m/Ks, que esté relacionado
com o diametro médio das particulas, com a = 4p(d/2)*Mo/3Ksg, onde d representa o diametro
da particula. Entdo, utilizando as referidas fungBes obteve-se o didmetro médio das
nanoparticulas (DE CARVALHO et al., 2013). Os valores sdao mostrados na Tabela 4.
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Tabela 4 - Tabela mostrando a magnetizacdo de saturagdo e tamanho de particula ajustado pela funcéo de
Langevin.

Magnetizacgado de Tamanho de particula
Amostra )
Saturacéo (emu/g) por Langevin (nm)
FesOa 39,78 13,3
FesOs-HA 4,85 27,5

Fonte: Préprio autor.

Observou-se que os tamanhos de particula encontrados pela curva de magnetizacéo
em torno de 13,3nm para a FezO4 e 27,5nm para Fe30s-HA, sendo portanto, possivel calcular
um valor aproximado desse compdsito. Apenas a amostra de FezOas apresentou um valor
préximo do calculado por DRX, o0 que ndo se pode afirmar para o compésito (FesOs-HA), que
pode estar relacionado ao fato de que as medidas de magnetizagdo detecta somente a presenca

de compostos magnéticos, mostrando assim valores nao precisos.

6.4 MEV

As micrografias das nanoparticulas magnéticas foram obtidas a fim de verificar a
presenca dos elementos quimicos que os constituem como mostrado na Figura 16 (a) e (b).
Nota-se na analise de EDX (Figura 16-b) que os &omos de ferro, calcio e fosforo estdo
presentes na amostra e em quantidade em massa proxima da prevista pela metodologia na razdo
90:10.

Né&o se verificou uma morfologia bem definida das nonoparticulas, aparentemente
em forma de placas (Figura 16 (b)), porém esta analise serve para auxiliar na identificacdo dos

elementos quimicos via EDX.



Figura 16 - Micrografias do MEV do compdsito Fe;O, - HA.
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Fonte: Préprio autor.
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Foi calculado a porcentagem dos elementos constituintes das amostras para
determinar a razdo (m/m) de FezO4/HA. Para isso, calculou-se as massas molares das duas fases
e analisou-se a contribuicdo em massa de cada. A massa de oxigénio (%) corresponde as duas
fases, uma vez que ambas possuem este elemento em sua constituicdo, sendo 86,67% de
oxigénio contido na HA e 13,34% para FesOs. Assim, analisando os resultados de EDX,
percebeu-se que 6% de Fe3O4 e 82,95% de HA em massa, estdo presentes no compasito (Figura
16 (a)) e 6,5% de Fez04 e 87,36% HA (Figura (b)). Estes valores se aproximam da metodologia

pretendida como descrito anteriormente.

6.5 MET

A Figura 17 exibe as imagens de MET para a amostra FesO4-HA. E evidente a
tendéncia de crescimento para desenvolver a morfologia em forma de haste. Wang e
colaboradores (L. WANG, 2010 ) também obtiveram nanoparticulas de HA em forma de haste
e sugeriram que os ions cloreto desempenham um importante papel no controle da morfologia
das nanoparticulas (KNOWLES et al., 1996). Portanto, existe uma clara orientacdo preferencial
em direcdo ao eixo ¢ (KNOWLES et al., 1996) na cristalizacdo das amostras que foram
submetidas ao tratamento hidrotérmico. Vale salientar a importancia dessa morfologia e o
tamanho das particulas do compésito, uma vez que a HA encontrado no 0sso humano, possui

morfologia de haste assim como tamanho nanomeétrico (ZHOU; LEE, 2011).

A distribuicdo do tamanho de particula, obtido através da inspecdo das
micrografias, foi indicado valores de tamanho de particula do compdsito, considerando 60
unidades escolhidas aleatoriamente descritas na figura 17. Foi observado valores médios de 40-
100nm.
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Figura 17 - Micrografias obtidas do compdsito de FesO4-HA por microscopia eletronica de transmissdo e seu
respectivo grafico de distribuicdo de tamanho de particulas.
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Fonte: Proprio autor.

6.6 Caracterizacdo do material funcionalizado FesOs-HA@AO

Visando um sistema eficiente com adsorcao e liberagdo controlada, a superficie da
FesOs-HA foi funcionalizada com acido oleico (AO), uma vez que esse material magnético
possui uma superficie hidrofilica, devido a presenca de grupos hidroxilas. O &cido oleico
(Figura 18) é um &cido graxo surfactante o qual proporcionam um efeito de confinamento que
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limita a nucleacdo da particula, o seu crescimento e a sua aglomeragdo (MATHEW; JUANG,
2007). Nesta técnica, geralmente utilizam-se surfactantes de baixo peso molecular. A SINV por
sua vez, possui caracteristica hidrofdbica, necessitando de um agente ligante do farmaco e o

composito.

Figura 18 - Férmula estrutural do 4cido oléico.
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Fonte: Préprio autor.

Luo e colaboradores (LUO et al., 2010) sugere que a nanoparticula forma um
nlcleo envolvido por uma monocamada, semelhante a uma “concha”, de moléculas de AO
quimicamente adsorvidas, enquanto as moléculas do farmaco ancoram nos intersticios
formados pelas longas cadeias carbonicas do &cido oleico, como mostra o esquema na Figura
19.

Figura 19 - Representacdo esquematica do sistema FezOs-HA@AO-SINV.

Fonte: Préprio autor.

O espectro de FTIR na Figura 20, em que a amostra modificada com acido oleico é
designada Fes0s-HA@AO, indica que ocorreu a ligagdo quimica entre a superficie da Fez0s-

HA (coberta por hidroxilas) e as moléculas de acido oleico.



Figura 20 - FTIR das amostras de Fe30s-HA e Fe304-HA@AO.
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Fonte: proprio autor.
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Este fato é evidenciado pela diminuicdo brusca da intensa banda referente ao

estiramento v (C=0) de 4cido oleico puro (Figura 21), aproximadamente em 1711 cm™, no
espectro de FTIR da amostra revestida com AO (MA; XIA; LIAO, 2011). Em vez disso, duas

bandas caracteristicas aparecem em 1554 e 1458 cm™, que podem ser atribuidas aos

estiramentos assimétrico (vas COO—) e simétrico (vs COO—), respectivamente. Como A~ 96

cm, indicando que a cadeia de acido oleico é fixada numa interagdo bidentada com os dois

oxigénios simetricamente coordenados a superficie (MA et al., 2011).
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Figura 21 - FTIR das amostras de acido oleico.
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Fonte: Préprio autor.

O estiramento ndo simétrico de metil, vas(CHs), é visto com um ombro na banda 2927
cm™. A banda seguinte e a encontrada em 2853 cm™, sdo atribuidas aos estiramentos
antissimétricos e assimétricos de metileno (vas(CHz2), vs(CH2)). A nitidez das bandas indica que
as cadeias de hidrocarbonetos estdo bem ordenadas. O espectro ndo exibe bandas em posic¢des
que indicam presenca do acido oleico puro(SODERLIND et al., 2005).
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Portanto, de acordo com os espectros de FTIR, pode-se afirmar que o &cido oleico
recobriu a superficie do nanosistema com sucesso, 0 que pode promover uma maior facilidade

de dispersdo em solventes ndo polares (MA et al., 2011).

Além do estudo através do FTIR, também se realizou uma andlise termogravimétrica
(TG) da amostra para verificar a presenca de moléculas de oleato através do evento de perda de
massa. Desta forma, a Figura 22 mostra os termogramas das amostras sem e com modificacédo

superficial, respectivamente.

Figura 22 - TG das amostras Fes;O04- HA e Fes04- HA@AO
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O primeiro termograma indica que até 850 ° C, a perda de massa da Fe3Os-HA € de
5,8% da inicial. Além disso, neste termograma constata-se a estabilidade da biocerdmica a
temperaturas elevadas (GRANDE et al., 2009). Na primeira e maior perda de massa foi de
3,5%, ocorrendo até aproximadamente 400°C. Inicialmente, a perda corresponde a
termodessor¢do da 4gua da superficie da NP. Proximo de 200°C, a perda de massa € atribuida
aeliminacdo de H20 estrutural da rede cristalina. Essa longa faixa de temperatura em que ocorre
perda de massa indica que a agua ndo interage de maneira uniforme com a estrutura, o que é
compativel com a existéncia de diferentes sitios estruturais. Entre 500 e 600°C, observa-se uma
perda de massa de 0,4% e, entre 700 e 800°C, uma perda de 0,6% que sdo atribuidas a
eliminagio de COs% presentes na amostra, como se observou na Figura 8 (BARAKAT et al.,
2008).

A perda total de massa para a amostra modificada com &cido oleico foi de 10,75%.
A ligeira perda de massa observada abaixo de 200°C indica algumas moléculas de H20O
adsorvidas na superficie da amostra FezOs-HA@AO. Um evento térmico observado entre 200
e 400°C pode ser atribuido a dessorcdo das moléculas de acido oleico. No entanto, a eventual
perda de massa acima de 400 °C pode indicar interacfes distintas entre as moléculas de oleato
e 0s atomos superficiais, conduzindo a diferencas nas intensidades dessas interacfes. Pode-se
entdo determinar que a perda de massa analisando as duas amostras em relacéo ao acido oleico
foi de 5,85%, ou seja, a quantidade de AO adsorvida na amostra de Fe30s-HA@AO é de

aproximadamente este valor.

6.7 Caracterizacdo da sinvastatina

A SINV utilizada para adsorcao na superficie do sistema foi extraida de capsulas
comercializadas adquiridas em farmacias e, posteriormente, recristalizadas. Por isso, houve a

necessidade de caracterizacdo para garantir a qualidade da droga.

Para as formulacGes farmacéuticas industrializadas sdo reportados varios métodos

fundamentados em algumas técnicas analiticas para avaliar a sinvastatina, tais como,
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espectrofotometria de absorcdo na regido do ultravioleta (UV), FTIR e andlise térmica
(MARKMAN; ROSA, 2011).

Os espectros obtidos na regido do UV para a SINV estdo representados na Figura
23 e concordam com 0s espectros descritos na literatura com méximos de absor¢do em 231,
238 e 247 nm (O'NEIL, 2006). O espectro evidencia a ndo interferéncia dos excipientes na

leitura espectrofotométrica e é possivel visualizar o pico principal situado em 238 nm,

Figura 23 - Espectro de absorgdo na regido do ultravioleta da sinvastatina.
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Fonte: préprio autor.

As principais bandas na regido do infravermelho descritas para sinvastatina estao
localizadas nos seguintes niimeros de ondas: 1718, 1459, 1389 e 1267 cm™ (MOFFAT et al.,
2004). Essas bandas podem ser observadas nos espectros da Figura 24, em nimero de ondas
aproximado. A banda em 3500 cm™ indica deformacgdo axial de O-H livre. As bandas
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aproximadas 3012, 2952 e 2875 cm™ se referem a vibragdes de estiramento de ligacGes C-H.
As bandas com nimeros de onda em torno de 1726 e 1700 indicam deformacdo axial C=0 de
éster e lactona. Em aproximadamente 1567 cm™ temos deformacdo axial de C=O de
carboxilato. Em torno de 1465 e 1389 cm™, deformagao angular de metil e metileno. Nas bandas
observadas em 1267 e 1074 cm™, temos a deformagcéo axial de C-O-C de éster e lactona. As
bandas observadas em 1160 e 1182 cm™, podem ser atribuidas a deformacao angular da espécie
O-H (TANDALE; JOSHI; GAUD, 2011).

Figura 24 - FTIR da sinvastatina recristalizada.
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A sinvastatina foi caracterizada utilizando a técnica de DSC para medir a diferenca
de fluxo de calor entre uma substancia e um material de referéncia em funcéo de um programa
de aquecimento ou resfriamento. Este método de caracterizagdo térmica e determinagdo da
pureza de farmacos € bastante utilizado na industria de medicamentos (OLIVEIRA, M. A. D.;
YOSHIDA; LIMA GOMES, 2011).

Varios estudos relacionados a aplicacdo de analises térmicas na caracterizacéo,
avaliacdo de pureza, compatibilidade de formulacdo farmacéutica, identificacdo de
polimorfismo, estabilidade e decomposi¢do térmica de farmacos e medicamentos encontram-
se descritos na literatura (OLIVEIRA, M. A. D. et al., 2011).

A curva DSC da sinvastatina (Figura 25) demonstra o primeiro evento endotérmico,
na faixa de temperatura a partir de 52,46°C, com um consumo de energia, que provavelmente
se refere ao ponto de ebulicdo do solvente utilizado na recristalizacdo, no caso, a acetonitrila.
O segundo evento, caracteristico do processo de fusao da substancia, sinvastatina, se inicia em
122,85°C, com um consumo de energia. Portanto, de acordo com a curva, a sinvastatina

apresentou temperatura de fusédo em 134,5 °C.
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Figura 25 - Curva DSC da sinvastatina em atmosfera de nitrogénio e razdo de aquecimento de 10°C/min.
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A determinacdo do grau de pureza da sinvastatina foi realizada através de DSC,
utilizando a Equacao de van’t Hoff na faixa de fusdo do farmaco (OLIVEIRA, M. A. D. et al.,
2010).

A determinagdo do ponto de fusdo utilizando métodos calorimétricos vem sendo
bastante empregada como método de avaliacdo do grau de pureza de farmacos (RODRIGUES
et al., 2005). A avaliacdo da pureza por DSC pode ser realizada pelo simples acompanhamento

visual da curva DSC, observando a presenca dos eventos térmicos caracteristicos do farmaco,
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ou utilizando uma determinacdo quantitativa pelo método da Equagdo de van’t Hoff (2). Este
ultimo determina a pureza a partir da faixa de fusdo do analito, podendo, assim, determinar a
fracdo molar de impurezas contidas neste material (OLIVEIRA, M. A. D. et al., 2011;
RODRIGUES et al., 2005).

RTO2
AH f equacdo (2)

T, =T, X.

Onde T representa a temperatura de fusdo das impurezas no processo de fusao, To
0 ponto de fusdo do maior componente expresso em Kelvin (K), R a constante dos gases (8,3143
J Kt mol™), a concentragdo molar das impurezas na fase liquida e AHs o calor de fusdo do

maior componente expresso em J.mol* (RODRIGUES et al., 2005).

Quando uma substancia é submetida a um aquecimento, o conjunto das impurezas
é fundido formando no sistema uma fase liquida. Acima desta temperatura entdo, a fase solida
consiste somente em substancia pura (FORD; TIMMINS, 1989). Quando a fase eutética das
impurezas € formada a temperatura decresce fazendo com que a fracdo molar das impurezas na
fase liquida seja constantemente diminuida desde que a substancia pura dissolva na solucao
eutética. A equacdo (3) descreve esta relacdo (RODRIGUES et al., 2005).

X = % equacéo (3)

X, « . Lo
Onde Fz é a fracdo molar das impurezas na fase liquida.

A equacdo (3) pode ser substituida na equacdo (2) dando origem a uma expressao
(4) que descreve a relacdo linear entre temperatura de fuséo das impurezas (Tr) e fragdo molar

das impurezas:

X, [ RT?

T =T, _E' AH, equacdo (4)
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Na avaliacdo de pureza absoluta pelo método da Equacdo de van’t Hoff, sabe-se
que quanto maior a concentracdo de impurezas na amostra, menor € o ponto de fusdo e mais
larga é a faixa de fusdo (OLIVEIRA, M. A. D. et al., 2011).

O ponto de fuséo da sinvastatina, de acordo com a literatura, varia entre 135-138°C.
(SAEED ARAYNE et al., 2009). Logo, a pureza da sinvastatina recristalizada mostrou-se em
torno de 94 a 97%.

6.8 Incorporacdo da sinvastatina em Fe304-HA@AO

No caso das amostras em contato com a solugdo SINV 2000 pg.mL™, a presenca
da droga incorporada foi analisada. O espectro de FTIR do sistema Fe30s-HA@AO-SINV
(Figura 26) apresenta bandas, ja discutidas anteriormente, que indicam a presenca dos seus

componentes.
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Figura 26 - FTIR do sistema Fes0,-HA@AO-SINV em comparagéo.
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Fonte: proprio autor.

As bandas caracteristicas da molécula de SINV podem ser observadas no espectro
da Figura 26, em namero de ondas aproximado como descrito no subitem 6.7. Foi observado
que algumas bandas relativas a SINV foram sobrepostas pelas de HA, porém algumas das
principais puderam ser observadas. Por exemplo, as bandas em torno de 2921,9 e 2850,6 cm™
podem ser atribuidas a vibracGes de estiramento de ligacbes C-H (TANDALE et al., 2011).

O termograma na Figura 27 apresenta quatro eventos para a amostra do composito

funcionalizado com sinvastatina, indicando a presenca de espécies fisissorvidas, com perda de
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massa total de 15,4%. Na faixa de temperatura, de 175-600°C, aproximadamente, na qual
14,5% da massa foi eliminada, observa-se trés eventos que podem ser atribuidos a
decomposicdo de SINV e perda de acido oleico, fisissorvido e quimissorvido. A Figura 27
também exibe um comparativo entre os termogramas das trés amostras, evidenciando as
diferentes perdas de massa. A maior estabilidade térmica apresentada pela FesOs-HA indica
que a incorporacdo de AO e SINV a sua superficie foram realizadas com sucesso, pois nao se

observou perda de massa consideravel para o composito ndo funcionalizado.

Figura 27 - TG comparativo dos compdsitos em relagdo ao sistema Fes04»-HA@AO-SINV.
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Diversos fatores podem ter influéncia sobre os resultados obtidos para incorporagéo
de sinvastatina. Entre eles, a quantidade de acido oleico adsorvida na NP. Além disso, outros
aspectos relevantes a serem considerados sdo o desempenho dos dois sistemas na liberacdo do

farmaco e o comportamento no organismo Vvivo.

6.9 Adicéo da Fe3Os-HA@AO-SINV em scaffolds de Quitosana.

As nanoparticulas funcionalizadas foram analisadas por microscopia eletrénica
conforme a Figura 28. A morfologia das particulas demonstrou-se aparentemente amorfa, com
placas sobrepostas formando grédos de tamanhos variados. E possivel identificar a presenca de

carbono, constituinte principal da SINV, bem como os outros elementos do sistema via EDX.

Figura 28 - Micrografias de MEV com EDX das nanoparticulas de FesOs-HA@AO-SINV
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A quitosana obtida comercialmente foi caracterizada por FTIR (Figura 29) para

determinar as bandas correspondentes deste polimero ap06s ter sido solubilizado em meio &cido,

sonicado, congelado em nitrogénio liquido e em seguida liofilizado afim de obter um scaffold

com porosidade e elasticidade com qualidade.

Figura 29 - FTIR do scaffold de quitosana 86%.
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As principais bandas evidenciadas em v3454cm™ e em 51580 cm™ (PAWLAK;
MUCHA, 2003; ZHENG et al., 2001) referentes as ligacdes N-H, v2879cm™ das ligagGes C-
C, 1648 cm™ da amida II e v1151cm™ e 1021 cm™ das ligagdes C-O da quitosana (KWEON;
UM; PARK, 2001).

As microestruturas dos scaffolds de quitosana juntamente com o nanobiocomposito
foram visualizadas no MEV (Figura 30). E possivel observar uma estrutura com grandes
quantidades de macroporos de diversos tamanhos, presentes na superficie e no interior do
polimero. Esta caracteristica é essencial para aplicacdo na engenharia de tecidos, contribuindo
para elevar a taxa de difusdo e permitir a melhor vascularizagcdo. Assim, pode melhorar o
transporte de oxigénio, de nutrientes e remocdo de residuos (FONTES, 2010). Foi calculado

uma média de didmetro dos poros aleatoriamente no qual obteve-se valores de 11,75 - 57,3 um.
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Figura 30 - Microscopias de MEV/EDX da quitosana pura.
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As esponjas de quitosana (scaffolds) foram misturadas com as nanoparticulas
funcionalizadas com SINV como determinado nas micrografias do MEV juntamente com EDX
para analisar a composicdo do material (Figura 31). E possivel perceber que os componentes
presentes no composito como ferro, célcio, fosforo e oxigénio, bem como carbono que constitui
o farmaco adsorvido e do acido oleico. Nota-se também que as particulas estdo distribuidas em
todo o scaffold, entre as fibras de quitosana, assim como entre as membranas do polimero, o
que indica uma homogeneidade na dispersdao do composito. Deve-se ressaltar que a presenca
da nanoparticula magnética torna o scaffold de quitosana um material com atracdo a um campo

eletromagnético.
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Figura 31 - Microscopias de MEV/EDX do composito/scaffold.
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Notou-se que apds todo o processo de sintese dos scaffolds, o qual foi submetido a
temperaturas negativas ao serem congeladas em nitrogénio liquido e em seguida liofilizadas, as
esponjas de quitosana apresentaram magnetismo como se observa na Figura 32.
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Figura 32 - Imagem do scaffold de quitosana adicionada de FesO,-HA@AO-SINV sob acédo do ima.

Fonte: Préprio autor.

As amostras de Fe3O0s-HA@AO-SINV que foram inseridas nas esponjas de
quitosana, mudaram a coloracdo da mesma evidenciando visualmente a presenca dessas
particulas magnéticas. A atracdo magnética sofrida pelo scaffold indicou a manutencdo das
propriedades do composito, garantindo portanto, a presenca de ferro na estrutura o que podera
ser utilizado nos testes in vivo como diferencial frente aos nanomateriais cerdmicos utilizados
atualmente como agentes promotores de regeneracdo 6ssea. HA é um material muito similar ao
mineral do 0ss0, estando bem definido que osteoblastos (células formadoras de 0sso) crescem
melhor na presenca de HA cobertas com metais (WEBSTER et al., 1999). Acredita-se que a
SINV se seletivamente direcionada ao 0sso, pode apresentar beneficios no tratamento de
fraturas e osteoporose (MUNDY et al., 1999). A tecnologia de scaffolds utilizada atualmente,
utilizando biomateriais para regeneracdo de tecidos, vem sendo explorada em larga escala e a

quitosana se enquadra nos biopolimeros mais usados nessa area (KHOR; L1M, 2003).
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7 CONCLUSAO

Os resultados confirmam que o método hidrotérmico foi eficiente para a sintese de
nanocristais de HA com controle de parametros estruturais e morfoldgicos. Os dados obtidos
por DRX confirmaram a obtencdo de HA sem fases secundarias e indicaram que a maior
duracdo do tratamento hidrotérmico resulta no aumento de tamanho de particula na direcéo do
eixo-c. As microscopias de transmissao confirmaram esse resultado por apresentar cristais em
formato de bastdes produzindo um material com morfologia semelhante a HA natural do 0sso

para assegurar ao produto final uma maior biocompatibilidade.

As nanoparticulas magnéticas tiveram carater superparamagnético. Observou-se
que os valores para a FezO4foi de aproximadamente 13,3nm (VSM) e 18,01nm (DRX). O ajuste
das curvas de magnetizacdo foi encontrado um valor aproximado de 27,5nm para o compdsito
magnético (FesOs-HA). O estudo por espectroscopia na regiao do infravermelho revelou bandas
ativas referentes as ligacdes para a HA e Fez0s isoladas, o que ndo tornou possivel discriminar

todas as bandas das ligagbes Fe-O no compdsito formado.

O tamanho das particulas observado pelo MET foi de 40-100nm, levando-se em
conta que fora escolhido aleatoriamente particulas visualizadas nas imagens. A pureza da SINV
foi determinada por UV e DSC os quais concordaram com a literatura a respeito das
caracteristicas fisico-quimicas do farmaco. As micrografias obtidas pelo MEV do compésito e
dos scaffolds foram analisadas e juntamente com o EDX de cada amostra, pode-se verificar a
presenca de todos os constituintes das particulas, bem como a porosidade das esponjas, o qual
permite uma melhor assimilacdo do material ao alvo (tecido ou 0sso0) a ser regenerado. Além
da porosidade, a distribuicdo homogénea do material no scaffold foi observada, determinando

um material sintetizado com éxito.
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