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RESUMO

Nos ultimos vinte anos, o0 campo de biomateriais a base de fosfato de calcio tem crescido
rapidamente, desempenhando um papel-chave como substituinte 6sseo. A hidroxiapatita (HA)
apresenta semelhanga quimica e estrutural com a fase mineral dos o0ssos e dos dentes, é
biocompativel e osteocondutiva, tem excelente afinidade quimica e bioldgica com os tecidos
0sseos e tem aplicacbes biomédicas importantes como preenchimento de defeitos dsseos e em
“scaffolds” na engenharia de tecidos. Nanocristais de HA foram sintetizados com sucesso por
co-precipitacdo e via hidrotérmica. Para a caracterizacdo estrutural, tamanho e morfologia das
fases obtidas foram utilizadas técnicas de Difracdo de Raios-x (DRX), Espectroscopia na
Regido do Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR), Adsorcdo/dessorcdo de N,
Potencial Zeta (PZ) e Microscopia Eletrénica de Transmissdo (TEM). Estruturas mesoporosas
foram obtidas com didmetros de poros variando entre 12 e 31 nm. Os nanocristais de HA
apresentaram uma morfologia definida, em forma de bastdo, e foram incorporadas a um
polimero para formacdo de um “scaffold”. A droga sinvastatina (SINV), que influencia a
regeneracdo 0ssea quando aplicada localmente, foi associada aos biocompdsitos obtidos. A

caracterizagdo dos “scaffolds” foi realizada por Microscopia Eletronica de Varredura (MEV).

Palavras chave: Hidroxiapatita; Scaffold; Sinvastatina; PEG 6000.



ABSTRACT

In the last twenty years, the field of biomaterials based on calcium phosphates has grown
rapidly, playing a key role as a bone substituent. Hydroxyapatite has chemical and structural
similarity to the mineral phase of bone and teeth, is biocompatible and osteoconductive. It has
excellent chemical and biological affinity with the bone tissue and important biomedical
applications such as filling bone defects and scaffolds in tissues engineering. Hydroxyapatite
nanocrystals were successfully synthesized by co-precipitation and hydrothermal route. X-ray
diffraction, Fourier-transform infrared spectroscopy, N, adsorption/desorption, Zeta Potential
and Transmission Electron Microscopy were used to structural characterization, size and
morphology of the nanoparticles. Mesoporous structures were obtained with pore diameters
ranging from 12 to 31 nm. The nanoparticles showed a rod-shaped mophorlogy and were
incorporated into a polymer to form a scaffold. The drug simvastatin, which influences bone
regeneration when locally applied, was associated with the biocomposite. The

characterization of the scaffolds was performed by Scanning Electron Microscopy.

Keywords: Hydroxyapatite; Scaffold; Simvastatin; PEG 6000.
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1 INTRODUCAO

Diante do aumento da expectativa de vida da populacdo mundial, doencas
relacionadas a estrutura Ossea tornaram a ortopedia um dos setores de grande demanda.
Assim, a necessidade de desenvolvimento de novos materiais utilizados para a substituigéo e
regeneracdo éssea, classificados como biomateriais, tem ganhado grande importancia no
campo biomédico (GUASTALDI; APARECIDA, 2010).

A aplicacdo desses biomateriais na regeneracdo do tecido 0sseo, como uma
alternativa aos enxertos 0sseos, € relevante, pois eles ndo danificam tecidos saudaveis, nao
aumentam os riscos de contaminagdes virais e bacterianas, além de serem disponibilizados
comercialmente. Podem ainda ser de facil dissolucdo e absorcdo, a0 mesmo tempo que
permitem e estimulam a formacéo 0ssea (OLIVEIRA, L. S. A. F. et al., 2010)

Na &rea de biomateriais, a hidroxiapatita € o material de referéncia e o principal
fosfato de célcio usado para reconstrucdo 0ssea rapida. Bioceramicas baseadas em fosfatos de
calcio, sintéticos e naturais, se apresentam hoje como um dos principais materiais empregados
na medicina e odontologia. S&o usadas para a reparacdo de perdas de tecido Gsseo por
apresentarem caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas que estimulam uma resposta
adequada do tecido vivo (GUASTALDI; APARECIDA, 2010). A HA, além de apresentar
estrutura cristalina e razdo Ca/P similares ao do componente mineral do tecido dsseo, exibe
excelente biocompatibilidade, osteocondutividade e bioatividade, permitindo a proliferacdo de
células oOsseas (fibroblastos e osteoblastos) as quais ndo a distinguem da superficie do 0sso.
Essa bioceramica apresenta também auséncia de toxicidade local e sistémica, auséncia de
respostas inflamatorias, aparente habilidade em se ligar ao tecido hospedeiro e hidrofilicidade
(NASCIMENTO, 2009). Estas propriedades somadas a sua alta capacidade de adsorver e/ou
absorver moléculas fazem da HA um excelente suporte para acdo prolongada de drogas
(COSTA, A.C.F.D. M. etal., 2009).

A vasta aplicacdo desse promissor biomaterial tem promovido o desenvolvimento
de varios métodos de sintese de cristais de HA resultando em produtos com diferentes
caracteristicas e propriedades (YANG et al., 2012). Entre esses produtos, destacam-se as
nanoparticulas (NP) que tém sido desenvolvidas ou adaptadas de forma a obter propriedades
superiores, uma vez que os materiais se comportam de forma muito diferente em nanoescala
em comparacdo com escalas maiores (ALTAVILLA; CILIBERTO, 2010). Portanto, a
nanotecnologia tem o potencial de beneficiar significativamente o desenvolvimento de

hidroxiapatita aplicada a biomedicina. Como resultado, pos nanocristalinos de HA exibem



melhor sinterizacdo, compressdo, resisténcia a tracdo (WANG et al., 2010; ZHOU; LEE,
2011) e, devido a maior area superficial, espera-se melhor bioatividade.

Para aplicacGes bioldgicas € importante que os cristais sejam monodispersos
(WANG et al., 2010), com morfologia e tamanho de particula bem definidos e controlados
(ZHANG et al., 2009). Consequentemente, a biotividade, biocompatibilidade, estabilidade e
propriedades mecanicas da HA s&o determinadas por sua morfologia, tamanho do cristalito,
composicdo e estrutura. (ZHANG et al., 2009). Surge, portanto, a necessidade de uma
metodologia de sintese para HA que permite o controle das propriedades dos cristais -
especialmente, da morfologia e do tamanho de particula - a fim de produzir um material mais
semelhante possivel ao encontrado na matriz d6ssea, permitindo o desenvolvimento de
biomateriais avancados com aplicagdes em varios setores, especialmente de engenharia
tecidual e liberacdo de drogas. A sintese hidrotérmica revela-se 0 método mais viavel com
nanocristais de HA monodispersos e com diferentes morfologias e tamanhos de particula
(WANG et al., 2010).

Alguns autores relataram que o uso de HA associada a biopolimeros
(macromoléculas derivadas de seres vivos que possuem unidades repetitivas na cadeia
(BRANT, 2008) ) levaram a um material com melhores propriedades mecanicas
(GUNATILLAKE; ADHIKARI, 2003). Isso porgue, ao se combinar dois ou mais materiais
diferentes, pode-se obter um material compdsito cujas propriedades sdo superiores, ou
melhores, em alguns aspectos, as propriedades de cada um dos componentes (SMITH, 1998).
Portanto, torna-se interessante a obtencdo de esponjas poliméricas com ceramicas fosfatadas
para obtencdo de um novo biomaterial com estrutura similar ao do tecido 6sseo natural e
propriedades superiores as existentes.

Os 0ss0s e 0s dentes de todos os vertebrados sdo compositos naturais formados
por uma matriz organica e uma fase dispersa inorganica, que consiste em nanocristais de HA
em forma de hastes embebidas numa matriz de colageno. Esta estrutura em haste confere a
HA melhores propriedades mecanicas (ZHOU; LEE, 2011). Com o objetivo de simular a
composi¢do dos o0ssos e dos dentes, compositos formados por um biopolimero e uma
bioceramica vém sendo muito estudados nos ultimos anos com o objetivo de serem aplicados
na substituicdo dssea.

Alguns estudos recentes relataram a acdo da sinvastatina, um agente
hipocolesterdmico amplamente utilizado para reducdo ou controle do colesterol, na
estimulagdo da formacdo Ossea quando aplicada localmente (ANBINDER; QUIRINO;
ROCHA, 2006; POLONINI et al., 2011). Esse efeito anabdlico que se tem associado a



sinvastatina € um evento almejado na rotina de tratamentos odontoldgicos, o que pode ser um
campo promissor de pesquisas (ANBINDER et al., 2006).

Portanto, neste trabalho serdo desenvolvidos biocompositos de fosfatos de calcio
(naparticulas de HA com morfologia controlada) com quitosana (QUIT) /polietilenoglicol
(PEG) 6000 como matriz polimérica para liberacdo controlada de farmacos, no caso, a
sinvastatina, objetivando obter um novo material com melhores propriedades morfoldgicas e

quimicas semelhantes as do 0sso humano.



2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Obtencdo de um biocompdsito a base de fosfatos de célcio nanoestruturados e
biopolimeros para aplicacdo em sistemas de liberacdo controlada de sinvastatina em

substituintes 0sseos.

2.2 Objetivos especificos

e Sintese e caracterizacdo de hidroxiapatita com diferentes tempos de tratamento
hidrotérmico;

e Caracterizacdo da hidroxiapatita atraves das técnicas de Difracdo de Raios-X,
Espectroscopia na regido do Infravermelho, Adsorcdo/dessorcdo de N, Potencial Zeta e
Microscopia Eletrénica de Transmisséo.

e Testes de adsorcao de sinvastatina na superficie da hidroxiapatita;

eFabricacdo dos biocompdsitos de uma combinacdo de biopolimeros e
hidroxiapatita, com a sinvastatina adsorvida na sua superficie, na forma de esponjas.

¢ Anélise microestrutural do biocompésito final por Microscopia Eletronica de

Varredura.



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Biomateriais

Por defini¢do, biomaterial é qualquer substancia ou combinacdo de substancias,
naturais ou ndo, que ndo sejam drogas ou farmacos, utilizada em aplica¢fes biomédicas e que
interagem com sistemas bioldgicos, que tratam, aumentam ou substituem quaisquer tecidos,
orgdos ou funcgdes do corpo (OLIVEIRA, L. S. A. F. et al., 2010). Estes materiais devem
apresentar um conjunto de propriedades fisicas, quimicas e biologicas que permitam
desempenhar a funcdo desejada, além de estimular uma resposta adequada dos tecidos vivos
(GUASTALDI; APARECIDA, 2010).

O desenvolvimento da implantologia tem dado incentivo a pesquisa de
biomateriais bem como das reagdes que ocorrem na interface tecido-implante. Inicialmente,
utilizavam-se materiais inertes como 0s acos inoxidaveis e a alumina. Com a introducdo do
conceito de osteointegracdo como sendo a ligagdo direta, estrutural e funcional entre 0 0sso
vivo e a superficie de um implante, as pesquisas passaram a se concentrar em materiais e
projetos visando diminuir o tempo necessario para a aposicdo Ossea e maior
biocompatibilidade, que pode ser definida como a habilidade de um material desempenhar
com uma resposta tecidual apropriada em uma aplicacdo especifica (SILVA, M. H. P. D,
2000).

Um bom exemplo sdo as bioceramicas que apresentam alto grau de bioatividade.
Por outro lado, exibem propriedades mecéanicas, em geral, ndo adequadas a necessidade de
producdo de implantes para fins estruturais. Ceramicas sdo caracterizadas por apresentarem
baixa tenacidade a fratura e altos modulos de elasticidade quando comparadas com 0 0SSO
cortical humano que comprometem 0 uso e processamento desses materiais para aplicac6es
biomédicas. Como solucdo para a necessidade de producdo de materiais bioativos com
propriedades mecéanicas mais comparaveis a de tecidos como o 0sso cortical, pode ser citada a
producdo de compdsitos envolvendo a fase bioativa (cerdmica) e um segundo componente
(SILVA JUNIOR; OREFICE, 2001).

Surge assim, a producdo de materiais que apresentem o comportamento bioativo
tipico da maioria das ceramicas (capacidade de ligacdo com tecidos), além de possuir
propriedades mecanicas comparaveis a de tecidos como o o0sso. Como forma de se
compatibilizar tais fatores (bioatividade e propriedades mecanicas), estudos levaram a

preparacdo de compositos de matriz polimérica reforcados por fases ceramicas bioativas.



Nesse caso, tais fases cerdmicas seriam responsiveis ndo 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 inflamatorias e imunoldgicas controladas
quando em contato com tecidos vivos (SILVA JUNIOR; OREFICE, 2001).

3.2 Hidroxiapatita

Entre as bioceramicas, a HA tem sido intensamente investigada por décadas e
ocupa posicdo de destaque por sua larga aplicacdo no campo da medicina e da odontologia
devido & sua biocompatibilidade e bioatividade. E um fosfato ceramico — ou bioceramica —
com composicao e estrutura similares a fase mineral de 0ssos e dentes. Dependendo de sua
pureza, ela pode suportar aquecimentos superiores a 1.200 °C, sem se decompor. Além disso,
pode ser modelada como a maioria dos materiais ceramicos (COSTA, A. C. F. D. M. et al,,
2009; GUASTALDI; APARECIDA, 2010).

A HA sintética possui propriedades de biocompatibilidade e osteointegracdo, o
que a torna um bom substituto ésseo e dentario em implantes e préteses, dai o 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 (COSTA, A. C. F. D. M. et al., 2009).

3.2.1 Estrutura e propriedades

A HA apresenta formula quimica Cas(PO4)sOH, podendo ser escrita também
como Ca;o(PO4)s(OH),, mostrando que ha& duas unidades de férmula na célula unitéria.
Cristaliza-se, quando pura, sob a forma monoclinica com espagcamento do grupo espacial
P,1/b. No entanto, em temperaturas acima de 250°C, existe a transicdo alotrépica da forma
monoclinica para hexagonal com grupo espacial P63m, onde P indica que é um sistema
hexagonal primitivo. Algumas impurezas, ou substituicbes parciais da hidroxila por ions
cloreto ou fluoreto, estabilizam a forma hexagonal a temperatura ambiente. Por esse motivo,
monocristais naturais de HA, geralmente, exibem uma conformacdo hexagonal. Sua
densidade é de 3,16 Kg/m® e os parametros de rede sioa=b =943 A, c = 6,88 A, a = = 90°
ey =120° (COSTA, A.C.F.D. M. etal., 2009; GUASTALDI; APARECIDA, 2010).



A célula unitéria hexagonal da hidroxiapatita contém dez ions calcio localizados
em sitios ndo equivalentes - quatro no sitio I, tetraédricos (Cay) e seis no sitio I, octaédricos
(Cay)). Os ions célcio no sitio | estdo alinhados em colunas, enquanto os ions calcio do sitio I
estdo em triangulos equilateros perpendiculares a direcdo ¢ da estrutura. Os cations do sitio |
estdo coordenados a seis atomos de oxigénio pertencentes a diferentes tetraedros de PO, e
também a trés outros atomos de oxigénio relativamente distantes. A existéncia de dois sitios
de ions célcio traz consequéncias importantes para a HA que contém impurezas catiénicas,
pois suas propriedades estruturais podem ser afetadas dependendo do sitio ocupado pelo
cation da impureza (MAVROPOQULOQS, 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 triangulos equilateros de fons 6xidos (O*) e de fons calcio (Ca**) estdo
ligadas entre si por ions fosfato. Os 4&tomos de oxigénio dos ions hidroxila estéo situados a 0,9
A abaixo do plano formado pelos tridngulos de célcio e a ligagdo O-H forma um angulo de
aproximadamente 30° com a dire¢do c. Dos quatro 4tomos de oxigénio que constituem os
grupos fosfatos, dois estdo situados em planos perpendiculares a direcao c e 0s outros dois sdo
paralelos a esta diregdo (COSTA, A. C. F. D. M. et al., 2009). A Figura 1 mostra o arranjo de
uma célula unitaria da HA.

Figura 1 - Rede cristalina da hidroxiapatita.

Fonte: (COSTA, A. C. F. D. M. et al., 2009).

Os tetraedros dos grupos PO, estdo arranjados de tal forma que possibilitam a
formacgé@o de dois tipos de canais perpendiculares ao plano basal. O primeiro canal com
diametro de 2A ¢ paralelo aos eixos ternarios e sdo ocupados por atomos de Ca(l). Em cada



célula unitéria, encontram-se dois canais ocupados por ions Ca(l) que estdo localizados em z
=0 e z = % 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 distincdo entre a forma hexagonal e a monoclinica. Na estrutura hexagonal o grupo
hidroxila ocupa apenas 50% das posicOes estatisticamente possiveis. Deformacfes na rede
causadas pelo deslocamento das hidroxilas tornam a estrutura monoclinica, um arranjo mais
fechado, com grupo espacial P,;/b. Exceto a posicdo do grupo OH, todas as outras posicdes
atdmicas no Ca;o(PO4)s(OH),, sdo essencialmente iguais (MAVROPOULOS, 1999).

3.2.2 Métodos de obtencao

Um grande namero de técnicas foi desenvolvido para a sintese do pé 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), reacGes
hidrotérmicas (TOYAMA; NAKASHIMA; YASUE, 2002; WANG et al., 2010), sol-gel
(CHEN et al.,, 2011), microemulsdes (PONOMAREVA et al., 2010) e mecanosintese
(ALMEIDA et al., 2004). Para cada rota sdo sintetizados produtos com diferentes
caracteristicas e propriedades.

Os p6s de HA podem ser sintetizados por trés métodos quimicos, a saber: um
processo a seco; um processo (a precipitacdo ou hidrdlise) por via Umida e um processo
hidrotérmico. O método seco tem a grande vantagem de atingir uma composicao
estequiométrica (Ca/P = 1,67) em comparacdo com o método por via Umida. O método Umido
é realizado através de precipitacdo a partir de misturas de solugdes aquosas ou de hidrélise
dos fosfatos de calcio. P6s de HA produzidos pelo processo Umido geralmente possuem uma
elevada area superficial e tamanho de particula fino, no entanto, sdo ndo-estequiométricas (Ca
deficiente) e de baixa cristalinidade. Por outro lado, pos de HA com vérias razdes de Ca / P
(1,50 — 1,67) podem ser obtidos facilmente a partir da sintese hidrotérmica (LIU, H. S. et al.,
1997).

O meétodo de sintese adotado para a obtengdo de HA ou o seu tratamento posterior
pode levar ao aparecimento ou ndo de outras fases de compostos de fosfato de calcio. Estando
presentes, podem ser detectadas através de difratometria de raios-X. Normalmente, estas fases
apresentam-se em quantidades pequenas (ao redor de 5%) em compostos comerciais.
Entretanto, cuidados devem ser tomados 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 célcio, ou ainda comprometer a integridade e eficiéncia mecénica do material
em funcéo de sua solubilizacdo (COSTA, A. C. F. D. M. et al., 2009).

Entre os varios processos quimicos por via umida para a producdo de nanopés
bem dispersos de hidroxiapatita, com diferentes morfologias, a sintese hidrotérmica se revela
um dos métodos mais vidveis (L. WANG, 2010 ). Este é idéntico ao método de precipitagdo em
solugcdo aquosa, mas sdo usadas nestas sinteses temperaturas e pressdes moderadamente
elevadas. Em particular, o0 método hidrotérmico provou ser um método eficaz e conveniente
para a preparacdo de varios materiais inorganicos com diferentes morfologias e arquiteturas
controlaveis. As grandes vantagens desse método sdo a rapida velocidade do processo de
formacgdo, juntamente com obtencdo de cristais de fosfatos de calcio com tamanho
nanométrico e a possibilidade de obtencdo de materiais porosos (SILVA, O. G. D., 2006).
Ambientalmente, as vantagens desse método incluem as condi¢bes de reacdo facilmente
controlaveis em uma escala relativamente grande, alto rendimento em termos de quantidade
de produto desejado e a utilizacdo frequente de agua como meio de reacdo (ZHANG et al.,
2009).

3.2.3 Aplicagoes

Novas aplicacGes da hidroxiapatita vém sendo descobertas em todo mundo, na
area médica e odontoldgica (LEGEROS, 1991). Ela tem sido usada extensivamente em
implantes e aplicacGes de regeneracdo 6ssea; para a liberacdo controlada de drogas; uso em
creme dental, cimento odontoldgico, obturacdo endodontica (canal da raiz), preenchimento
0sseo (granulos densos ou porosos), como substituto de raizes dos dentes e coroa
(VALERETO, 1998); preenchimento de cavidades, na forma de graos densos ou porosos, bem
como no revestimento de implantes metalicos, estes geralmente feitos com o metal titanio.
Neste Gltimo caso, procura-se melhorar as caracteristicas dos implantes, combinando-se a
resisténcia mecanica do metal a biocompatibilidade e a atividade bioldgica do material
cerdmico (ROSSI et al.). Por fim, nas aplicacdes tecnoldgicas, a HA é usada na adsorgéo de
proteinas em sua superficie, adsorvente em cromatografia liquida, como catalisador na
decomposi¢cdo de compostos organicos para tratamento de residuos e remocdo de metais
pesados (COSTA, A. C. F. D. M. et al., 2009).
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3.3 Biopolimeros

Os biopolimeros sdo polimeros ou copolimeros aplicados como biomateriais
produzidos a partir de matérias-primas de fontes renovaveis, 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 e dentarios, implantes, dispositivos extracorporais,
encapsulantes, sistemas de entrega de drogas poliméricas e produtos de engenharia de tecidos
(PARK; BRONZINO, 2002), enquanto polimeros porosos tém sido bastante empregados no
campo de biomateriais na producdo de membranas, suportes para crescimento celular e

implantes.
3.3.1 Quitosana

A quitosana (Figura 2) é obtida a partir da desacetilacdo da quitina por processos
de hidrolise béasica 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
toxicidade, ndo causa alergia, pode ser empregado como anticoagulante, é biodegradavel,
biocompativel e possui propriedades antibacterianas (JANEGITZ et al., 2007).

Figura 2 - Estrutura da quitosana.
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Fonte: (JANEGITZ et al., 2007).

A quitosana pode atuar na prevencdo de formagdo 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
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desenvolvimento de biofilmes bacterianos ou fungicos, sugere que o revestimento destréi 0s
microbios essencialmente pela imobilizacdo ou fixacdo dos mesmos, evitando que o0s
microrganismos se agrupem a superficie do implante. Embora sejam necessarias maiores
investigacOes, caso seja comprovada a possibilidade da quitosana ser uma cobertura efetiva,
esta pode se tornar um aditivo poderoso capaz de reduzir de forma significativa as taxas de
infecgOes associadas a implantes e diminuir o risco dos microrganismos desenvolverem
resisténcia aos antibidticos que sao utilizados atualmente no revestimento de implantes (V. V.
C. AZEVEDO, 2007).

3.3.2 Polietilenoglicol (PEG)

A utilizacdo do polietilenoglicol na engenharia de tecidos esta sendo amplamente
avaliada devido a sua biocompatibilidade e ndo imunogenicidade que tem incentivado
resposta celular apropriada em aplicacbes neurais, cardiovasculares e ortopédicas. A
combinacdo de propriedades mecénicas e quimicas exibidas pelos hidrogéis de PEG pode ser
prontamente alterada para obter uma resposta de células desejadas (SCOTT; ELBERT;
WILLITS, 2011).

3.4 Biocompositos

Os biomateriais modernos ndo se destinam somente ao preenchimento de espaco,
mas também a estimular uma resposta bioldgica especifica em fungdo de suas propriedades. O
desempenho especifico é de acordo com determinadas condi¢des do ambiente em que se
encontram, o que conferem a estes biomateriais o titulo de materiais inteligentes
(MALLMANN, 2010). Os biocompdsitos sdo produzidos no intuito de melhorar as
propriedades como processabilidade, resisténcia térmica, propriedades mecéanicas e
reologicas, permeabilidade a gases e taxa de degradacdo (BRITO et al., 2011).

Os biocompdsitos sdo materiais heterogéneos formados por dois ou mais
constituintes distintos, combinando diferentes biomateriais para produzir um unico dispositivo
com desempenho superior a de seus componentes formadores. Para solucionar as
desvantagens das ceramicas e polimeros, novos estudos tém sido realizados no intuito de

desenvolver biomateriais sintéticos hibridos ou compdsitos, que possuam as vantagens das
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cerdmicas e polimeros. Porém, com melhores taxas de reabsor¢do apds a implantacdo e
melhor resisténcia mecénica (OLIVEIRA, L. S. A. F. etal., 2010).

3.5 “Scaffolds”

A engenharia de tecidos, através de estudos experimentais, tem contribuido para o
avanco da medicina regenerativa, por desenvolver suportes sintéticos ou utilizar arcaboucos
naturais, conhecidos como ‘“scaffolds”, que substituam as funcgdes fisioldgicas 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 proliferacao e segregacdo do suporte do
tecido 6sseo, até a obtencdo de um substituto artificial funcional com caracteristicas do tecido
original (OLSSON et al., 2008). Na Figura 3 temos micrografias que representam algumas

dessas estruturas que servem de suporte para a formagéo celular.

Figura 3 - Micrografias de biomateriais em “scaffolds” como suporte para a fixagéo de células e formacéo de
tecidos.

Fonte: adaptado de (MAO, 2008)

Biomateriais em “scaffolds” sdo aqueles que possuem arcabouco tridimensional
poroso, propriedades bioativas e biodegradaveis, que servem de molde para a formacdo 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 degradacdo deve provocar reacOes inflamatorias ou tdxicas; 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 condicBes de cultura para a funcionalidade dos
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tecidos formados in vitro, facilitando a chegada de células indiferenciadas desde o peridsteo,
endosteo e matriz 6ssea, que se localizam entre as trabéculas do implante e se diferenciam em
osteoblastos, formando novo osso (OLSSON et al., 2008).

3.6 Sinvastatina

Inibidores da 3-hidroxi-3-metilglutaril coenzima A (HMG-CoA) redutase, ou
simplesmente estatinas, sdéo medicamentos muito utilizados nas duas ultimas décadas para a
reducdo de niveis elevados de colesterol plasmatico. Curiosamente, estudos recentes relataram
a acdo dessas substancias na formacdo dssea, pela estimulacdo da expressdo da proteina
morfogenética 6ssea (BMP)-2 (ANBINDER et al., 2006). Estatinas, tais como a lovastatina,
sinvastatina, atorvastatina, cerivastatina e pravastatina apresentam efeitos benéficos,
aumentando, de acordo com estudos recentes, a formacéo dssea em duas a trés vezes, por
causa dos efeitos potenciais no aumento da diferenciacdo de células progenitoras Gsseas
(ANBINDER et al., 2006; FERREIRA et al., 2008).

A sinvastatina € um antilipémico, de férmula molecular C,sH330s, 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). E um agente hipocolesterolémico amplamente utilizado como agente de controle das
taxas de colesterol plasmatico. Trata-se de uma lactona inativa que ¢ convertida em seu J3,6-
hidroxiacido correspondente (forma ativa), via metabolismo hepatico pelo citocromo P450,
apo6s administracdo oral. Este farmaco (Figura 4) é um potente inibidor da enzima 3-hidroxi-
3-metil-glutaril-coenzima A (HMGCo0A) redutase, que catalisa a sintese de colesterol
(POLONINI et al., 2011).

Figura 4 - Estrutura quimica da sinvastatina.
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Fonte: (POLONINI et al., 2011).
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Rojbani (ROJBANI et al., 2011) realizou um estudo comprovando a acdo da
sinvastatina associada a hidroxiapatita na formacao 6ssea, no qual ratas sofreram um defeito
0sseo de 5 mm de didmetro na dura-mater 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 degradacédo que o grupo que recebeu substituintes sem SINV (ROJBANI et al., 2011).

Sendo assim, estuda-se a possivel utilizacdo desses medicamentos na Odontologia
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 dos nanobiocompositos

4.1.1 Sintese da HA via tratamento hidrotérmico

Uma solucgéo aquosa de H3PO,4 0,3 mol/L (Quimex, 99,5%) foi adicionada a uma
solucéo aquosa de CaCl,.H,0 0,5 mol/L (Dindmica, 99,67%) sob agitacdo e com uma relacédo
molar Ca/P=1,67. Formou-se um precipitado branco com a adi¢cdo de NH,OH (30%) sob forte
agitacdo até pH= 9. Manteve-se a suspensdo branca sob agitacdo por mais duas horas. O
precipitado foi lavado com &gua destilada e filtrado a vacuo. O pé foi disperso em uma
solucdo de 0,1 mol/L de NH4CI (Vetec, 99,5%). A razdo de peso entre o precipitado e a
solucdo foi de 1:10. A suspensdo foi colocada em um autoclave de Teflon de,
aproximadamente, 50 mL com camisa de aco inox e foi submetido ao tratamento hidrotérmico
a 150°C por 1,2,4 e 5h. Ap0s essa etapa o material foi filtrado a vacuo, lavado e secado a 80°C

(WANG et al., 2010). A reacdo 1 descreve o processo de sintese;

10 CaCl, + 6 HzPO4 + NH;OH — Cayo(POs)s(OH), + 18 HCI + 2 NH,Cl (1)

4.1.2 Extracdo da sinvastatina de capsulas farmacéuticas

Macerou-se os comprimidos e foram adicionados 20 mL de acetonitrila (Vetec,
99%). A suspensdo formada foi filtrada para separar a sinvastatina (filtrado) do excipiente. A
SINV se recristalizou a temperatura ambiente.

4.1.3 Adsorcao de sinvastatina na superficie da hidroxiapatita

Em um tubo falcon foram adicionados 100 mg de HA previamente sintetizada e
10 mL de solucdo de sinvastatina com concentracdes de 500,000 e 2000 ug.mL™*
solubilizada em acetonitrila (Vetec, 99%). O tubo foi submetido a forte agitacdo horizontal
por 24 horas e a quantidade adsorvida foi verificada atraves da medida da absorbancia. O
gréfico de calibracdo foi preparado a partir dos dados de concentracdo (mg/L) versus
absorbancia (A) (YIN et al., 2003).
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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 Universidade Federal do Ceara. Todas as medidas foram realizadas em

cubetas de quartzo de 1,0 cm de caminho ético.

4.1.4 Modificacdo da superficie da hidroxiapatita com &cido oleico (AO)

Submeteu-se 0,3 g de HA a forte agitacdo magnética em cloroférmio (Synth,
99,8%) por 10 minutos e gotejou-se 10 mL de &cido oleico. A mistura foi agitada por 30 min
(adaptado de LUO et al., 2010).

4.1.7 Preparo dos “scaffolds” de Quitosana e PEG com HA

A quitosana (Sigma Aldrich, 96% de desacetilacdo) foi dissolvida em uma
solucdo de acido acético 1%, sob forte agitacdo por aproximadamente 3h em uma propor¢éo
de 2% (m/v). Em seguida, a solucdo foi centrifugada a 4000 rpm por 30 minutos para
separacao de possiveis impurezas.

O PEG (Sigma Aldrich, 6000) dissolvido em agua destilada em com uma
proporcdo de 2% (m/v), sob agitacdo magnética por dez minutos.

Os “scaffolds” foram preparados em uma razao 70/30 (m/m) Quitosana/PEG (2:1)
e HA. A mistura foi submetida a agitacdo por 10 minutos e sonicada por 30 min.
Aproximadamente 8 g da mistura foi colocada em moldes de 5 cm de diametro. A solucgéo

quitosana/PEG com HA foi congelada por 24 h a 18°C. Em seguida, liofilizou-se por 48h.

4.1.8. Ensaios tedricos

Os dados obtidos por difracdo de raios-x foram lidos pelo software “Materials
Studio 5.0”, dando origem a célula unitaria de cada sistema de HA. A estes foram adicionados
hidrogénios e, em seguida, obteve-se a estrutura relaxada utilizando o software de céalculos
abinitio DMOL?, pelo método de Density Functional Theory (DFT). Tendo a célula unitaria
com sua estrutura estavel, replicou-se dez vezes nos eixos X e Y, obtendo uma superficie
plana.

Os célculos de adsorcdo foram realizados utilizando o software Adsorption

Locator que é uma ferramenta que usa 0 método de Monte Carlo para determinar a posicdo e a
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orientacdo da molécula acima de um substrato de corregdo, bem como para determinar a
energia de interagdo. O campo de forca usado foi o Universal, pois tem pardmetros para um
numero variado de atomos, incluindo o cobre. Foram usados 25 ciclos de aguecimento com
10 mil passos de interacdo cada um. A temperatura variou entre 298 e 300 K. A qualidade
ultrafina foi utilizada nos célculos, implicando que os parametros utilizados foram: 2x107
kcal.mol™ de variagdo de energia, 10 kcal.mol™.A™!, variacéo da forca méxima e 1x10° A de

deslocamento maximo nas coordenadas cartesianas.
4.2 Caracterizacao
4.2.1 Difracéo de raios-x

As medidas de Difracdo de raios-x (DRX) foram realizadas em um aparelho “X-
ray powder diffractometer” Xpert MPD (Panalytical), equipado com tubo de CoKa (A =
1,7890 nm), voltagem de 40 kV com uma corrente de 30 mA em um intervalo de varredura 20
= 20 — 90°, tendo sido realizadas as medidas no laboratério de raios-X no Departamento de
Fisica da Universidade Federal do Ceara. Para interpretacdo e analise dos difratogramas foi
utilizado o método Rietveld de refinamento de estrutura com uso do programa que aplica o
método Rietveld, DBWS (BLEICHER; SASAKI; SANTQOS, 2000).

4.2.2 Espectroscopia na regido do infravermelho

Para a obtencdo dos espectros de infravermelho, as amostras foram maceradas em
almofariz de 4gata e prensadas em forma de pastilhas com KBr, em uma proporcao 1:10 entre
amostra:KBr. Ap6s o processo de prensagem, foram registrados os espectros de intervalo de
4.000 a 400 cm™, em um aparelho Shimadzu FTIR 8300, na Universidade Federal do Cear,
Departamento de Quimica Orgéanica e Inorganica.

4.2.3 Microscopia eletrdnica de transmisséo

A andlise de Microscopia Eletronica de Transmissdo foi realizada em um
equipamento Jeol JEM — 1011 operando em 100 kV 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
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uma noite, antes da anélise. Estas analises foram realizadas em parceria com a Universita del

Salento - Italia.

4.2.4 Adsorcao/dessorcao de nitrogénio

Isotermas de adsorcgdo/dessorgédo de nitrogénio foram obtidas a -196 °C sobre uma
ampla faixa de pressdo relativa, de 0,001 a 0,1 em equipamento modelo Autosorb 1
Quantachrome Instrument. Todas as amostras foram degasadas a 200 °C por 12 horas
utilizando gés nitrogénio a 77 K antes das medidas. As areas superficiais foram determinadas
através da teoria das isotermas de adsorcédo de nitrogénio de Brunauer, Emmett e Teller (BET)
(BRUNAUER; EMMETT; TELLER, 1938). As curvas de distribuicdo de tamanho de poro
foram calculadas usando o ramo de adsorcdo da isoterma e 0 método de Barrt-Joyner-Halenda
(BJH), o tamanho dos poros foi obtido a partir da posigdo dos picos na curva de distribuicao.
Essas medidas foram realizadas no departamento de Fisica da Universidade Federal do Ceara.

4.2.5 Espectrofotometria de absorcdo na regiao do ultraviloleta

Na caracterizacdo da SINV, os espectros na regido do ultravioleta foram tragados
na faixa de comprimento de onda 190 a 300 nm, utilizando-se solug@o de 16 pg/mL de SINV
em acetonitrila. Os maximos de absorcdo foram comparados com os descritos na literatura. 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
Universidade Federal do Ceara. Todas as leituras foram realizadas em cubetas de quartzo de 1

cm de caminho o6tico.

4.2.6 Calorimetria Exploratoria Diferencial

As curvas DSC foram obtidas no equipamento DSC Q20 V24.9 Build 121 sob
atmosfera dindmica de nitrogénio com vazéo de 50 mL.min™, razéo de aquecimento de
10°C/min, com aquecimento até 450°C. As medidas foram realizadas em colaboragdo com o
Laboratério de Analises Térmicas, no Departamento de Quimica Inorgania e Organica na

Universidade Federal do Ceara.
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4.2.7 Anéalise Térmica

As amostras foram submetidas a andlise termogravimétrica (TG) em
equipamento modelo TGA Q50 V20.13 Build 39 da TA Instruments. A faixa de temperatura
usada foi de 0 a 900°C, com razéo de aquecimento de 10°C.min™ em atmosfera de N,. Com
vazdo de 25 mL.min™. Anélises simultaneas TG-DTG (termogravimetria diferencial) das
amostras foram realizadas em temperaturas entre 0 e 900°C, com razdo de aquecimento de
10°C.min*. As medidas foram realizadas em colaboracdo com o Laboratério de Anélises
Térmicas, no Departamento de Quimica Inorgania e Orgéanica na Universidade Federal do
Ceara.

4.2.9 Potencial Zeta

Para medir o Potencial Zeta, as amostras foram sonicadas por cinco minutos em
ultrassom de banho de baixa poténcia e, posteriormente, diluidas em agua deionizada. Em
seguida, a amostra diluida foi colocada em uma cubeta especifica para a medida e levada ao
equipamento Analisador de nanoparticulas com Potencial Zeta da marca MALVERN, modelo
ZEN3600, tendo como meio dispersante agua, temperatura ajustada para 25°C e pH = 6. As
medidas foram realizadas em colaboracdo com a Empresa Brasileira de Pesquisa

Agropecuéria (Embrapa), na Universidade Federal do Ceara.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Caracterizacdo das nanoparticulas de HA

5.1.1 Difragéo de raios-x

As fases cristalinas foram examinadas por comparacdo aos difratogramas com o
banco de dados ICDD relativo ao padrdo da HA (ICDD/PDF-01-6742). A Figura 5 mostra o
refinamento pelo método de Ritveld das amostras de HA. Estas sdo identificadas de acordo
com seus diferentes tempos de tratamento — especificamente, HA Oh, HA1h, HA2h, HA4h e
HAS5h. Os picos observados (pontos pretos) sdo quase coincidentes com os valores calculados
(linha vermelha), sendo que a linha verde representa a diferenca entre a intensidade observada
ou experimental (lops) € a intensidade calculada (lcarc), 0 Ultimo obtido pelo refinamento.

Adicionalmente, deve-se ressaltar que no método de Rietveld, uns dos valores
mais importantes a serem avaliados séo o Ry, (porcentagem de erro obtido) e o S (razdo do
erro previsto pelo erro esperado), uma vez que estes se referem a concordancia e ao progresso
do refinamento (KNOWLES et al., 1996). A literatura reporta que valores considerados bons
de Rwp sdo de 2-10%, enquanto que os valores tipicos obtidos variam de 10-20% (FANCIO,
1999). Valores de S < 1,3 indicam um refinamento satisfatério (CASAGRANDE; BLANCO,
2005). Portanto, foram obtidos valores aceitaveis para as amostras sintetizadas neste trabalho
(Tabela 1).



Figura 5 - Padrdes de DRX obtidos para amostras de hidroxiapatita sintetizadas por diferentes tempos de
tratamento hidrotérmico.
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Tabela 1- Resultados dos parametros estruturais refinados pelo método de Rietveld para as amostras de HA.

Dens. calculada Parametro de rede  Tamanho médio Rup

Amostra 3 o .
(9. cm™) cristalino (A) de particula (nm) (%)
a="Db=9,4688; 10,7+£0,1
HA Oh 3,118 17,78 0,98
c=6,8787
a="Db=9,4599;
HA 1h 3,125 17,1+0,3 17,72 1,05
c=16,8772
a="Db=9,4586;
HA 2h 3,127 239%0,5 18,45 1,12
c=6,8711
a="Db=9,4687,
HA 4h 3,123 29,9+0,7 21,21 1,09
c = 6,8693
a="Db=9,4666;
HA 5h 3,124 30,1+0,7 20,57 1,10
c =6,8698

Fonte: proprio autor.

A variacao dos valores de tamanho de particula e densidade para as amostras de
HA foram 10-30 nm e ~3.12 g.cm™, respectivamente, como observado na Tabela 1. Todas as
amostras apresentaram uma unica fase, Caio(PO4)s(OH),, com sistema cristalino hexagonal e
uma proporcionalidade direta entre a extensdo do tratamento hidrotérmico e crescimento dos
cristais em termos de tamanho de particula (Figura 6). Esse comportamento ja era esperado
visto que uma maior temperatura de calcinacdo fornece maior forca motriz para o crescimento
dos grdos (COSTA, A. C. F. M. et al., 2007). Portanto, 0 método apresentado permite o
controle do tamanho das particulas do nanomaterial. Também foi observado que a intensidade
relativa do pico de difracdo se torna maior com o aumento do tempo de aquecimento, tal
como evidenciado na Figura 5. Isso indica que a organizacao cristalina das nanoparticulas de
HA aumenta ao longo do tempo de aquecimento. O tamanho de particula do cristal e o grau
de organizacéo da hidroxiapatita podem ser avaliados qualitativamente pelos picos de difragdo
de raios-X, pois, quanto mais cristais em um plano de uma estrutura, mais intensos,
pontiagudos e estreitos serdo os picos no difratograma. A parcela amorfa gera picos mais
largos e menores (ARAUJO, 2006; CANEVAROLO, 2003).
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Figura 6 - Relagéo entre tempo de tratamento hidrotérmico e tamanho de particula.
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Fonte: proprio autor.

Os padrbes de difracdo expostos na Figura 5 evidenciam que um tratamento
térmico a 150°C melhora e/ou favorece a formacdo de particulas maiores dos cristais das
amostras de HA, j& que para a amostra HA Oh, onde ndo houve tratamento hidrotérmico,
produziu-se picos largos e com baixa intensidade relativa. Contudo, particulas de dimensoes
inferiores a 1um podem apresentar valores de 20 pouco superiores e inferiores ao valor do
angulo de Bragg devido ao efeito de alargamento de picos face ao tamanho de particulas. Tal
fato se deve ao menor nimero de planos que difratam os raios X, em funcdo das pequenas
dimensBes dos cristalitos, permitindo a difracdo para valores de comprimento de onda
superiores ou inferiores ao valor de A. Isto justifica as intensidades relativas dos picos
associados com o tamanho de particula da amostra HA Oh menores em compara¢do com as
outras amostras.

Além disso, a mudanca na razdo das intensidades relativas dos picos {211}, {112}
e {030} com relacdo aos difratogramas reportados da literatura (POSNER; PERLOFF;
DIORIO, 1958), indica que um progressivo prolongamento do tratamento hidrotérmico
resultou em um crescimento do cristal em dire¢do ao eixo ¢ (MA; XIA; LIAO, 2011). Pode-se
dizer, entdo, que hd uma orientacdo preferencial. Este fato ocorre quando os cristalitos
presentes em um material tendem a ser mais orientados em uma dire¢do (ou um conjunto de

direcOes) que em outras. Em geral, o eixo ¢ de cristais hexagonais, como no caso da
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hidroxiapatita, tem um arranjo fechado empacotado e, portanto, a terminacéo da superficie no
eixo ¢ do prisma é preferida no intuito de minimizar a energia livre de superficie. Os efeitos
da orientacdo preferencial foram observados antes na variacdo das intensidades relativas dos
picos de difracdo (KNOWLES et al., 1996; ZHU et al., 2008).

A homogeneidade da particula pode ainda ser analisada através do grafico de
Williamson-Hall, exibido na Figura 7. Observou-se que as amostras de HA
hidrotermicamente tratadas ndo sdo homogeéneas, fato este, evidenciado pelo perfil ndo linear
dos gréficos. Sendo assim, os valores calculados para o tamanho de particula (D) e a
microdeformagdo (€) sdo apenas uma aproximacao. Isso porque esses valores sdo extraidos a
partir das larguras dos picos nos padrdes de difracdo através da linearidade do gréfico de
Williamson-Hall, ou seja, pelos coeficientes linear e angular quando o grafico é uma reta.

Portanto, ndo faz sentido calcular esses valores para essas amostras.
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Figura 7 - Gréficos de Williamson-Hall para as amostras de HA sintetizadas.
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Fonte: proprio autor.

5.1.2 Espectroscopia na regido do infravermelho

A Figura 8 mostra os espectros de FTIR dos nanocristais sintetizados com bandas
de absorcéo caracteristicas de amostras de HA. E utilizado o nimero de onda (vi) (cm™), cujo
indice i representa o nivel vibracional da molécula. A posicdo das bandas nos espectros
depende das massas relativas dos atomos, geometria e constantes de forcas de ligagdo que
provocam alteragdes no momento dipolo (SILVA, C. C. D., 2003).
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Nestes espectros, observou-se uma banda em torno de 3500 cm™ que foi atribuida
as vibragdes de estiramento dos grupos OH, tanto da &gua adsorvida quanto dos grupos OH
dos fosfatos e sua deformagéo apareceu em torno de 640 cm™. Uma banda larga foi observada
na regido entre 3700 e 2500 cm™ atribuida & 4gua fisicamente adsorvida e outra em torno de
1620 cm™ para a deformacéo angular do grupo hidréxido da H,O fisissorvida (ARENDS et
al., 1987; RAMAKRISSHHNAN; ARULDHAS, 1986).

Figura 8 - Espectros de absorcdo na regido do infravermelho para as amostras HAOh (a), HA 1h (b), HA 2h (c),
HA 4h (d) e HA 5h (e).
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Todos os estiramentos e modos vibracionais dos grupos funcionais das amostras
de HA foram identificados por espectroscopia FTIR e expostos na Tabela 2. As bandas muito
fortes (vs) observadas, respectivamente, em 1931 e 1033 cm™ foram associados com
estiramentos vibracionais fora do plano (v3)s, de P-O, ao passo que a banda fraca (w)
centralizado em 960 cm™ foi atribuido & vibragdo de estiramento simétrico (11)s; de O-P-O.

Os modos vibracionais (v4)p fortes (s) do O-P-O podem ser observados nos nimeros
de onda entre 563 e 603 cm™. O estiramento simétrico do modo fraco (v,)s de P-O é
observado nos niimeros de onda 470 e 474 cm™. As vibracdes associadas com (vs)s, COs>
estdo entre 1417 e 1460 cm™, enquanto que as vibragdes referentes a (v2)ss de COs> aparecem
entre 873 e 875 cm™. A presenca de CO3* é atribuida & incorporacdo de espécies provenientes
do ar, visto que as amostras foram produzidas em atmosfera aberta e em solugdo aquosa
(ARENDS et al., 1987; RAMAKRISSHHNAN; ARULDHAS, 1986).

Os espectros de FTIR das amostras HA 1, 2, 4 e 5h, respectivamente, tratadas em
solugdo de NH4ClI 0,1M, confirmam que os ions NH4" (0s quais poderiam causar problemas
em aplicacBes bioldgicas) introduzidos para direcionar a morfologia das amostras ndo
permanecem na estrutura dos produtos finais, pois foram removidos com o processo de
lavagem do material. A Tabela 3 traz um resumo das absor¢6es observadas nos espectros para
a HA.



Tabela 2 - Modos vibracionais nos espectros do infravermelho obtidos para as amostras de HA.

NUmero de Onda (cm™)

:;: HAOh HALh HA2h HA4h HASh
O 1639w 1537w 1637w 1633w 1637w
3348s 3434s 3448s 3346w 3444w
v3 (CO5%) 1469
v3 (CO5?) 1454 1452w 1460w 1458w 1456w 1460w
v3 (CO5?) 1415 1419w 1421w 1421w 1417w
vs(P-O)wy  1088s 979-1176 979-1164 L003s 975-1174 L097vs
VS VS VS
v3(P-O)s0)  1065vs
v3(P-O)sy  1035vs 1931vs 1033vs
V1 (O-P-0)ss) 962s 960w 960w 960w 960w 960w
v, (CO3%) 874w 873w 875w 873w 875w -
OH livre 6315 ) 634w 634w 634w 634w
3571w 3569w 3573w 3569
v4 (O-P-O)p) 602s 603s 601s 603s 601s 603s
v4(0-P-O)y  574s - - - - -
v4 (O-P-O)p) 565s 563s 563s 564s 563s 563s
V2 (P-O)ss) 474w 470w 472w 472w 472w -
v2 (P-0)ss) 462w

b = bending ss = “stretching” simétrico so = “stretching” fora do plano

Intensidades das bandas:

w = fraca s = forte vs = muito forte
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Tabela 3 - Bandas de absor¢ao na regido do infravermelho da hidroxiapatita .

Regido de Absorcdo (cm™) Regido de Absorcdo (cm™)
3700 — 2500 v O-H de H,0 adsorvida e O-H de grupos OH
1620 d O-H de H,0 adsorvida
1087 v P-O do grupo PO4*
1030 v P-O do grupo PO,*
956 v P-O do grupo PO4*
865 v P-O(H) do grupo PO,*
640 & O-H de grupo OH
610 8 P-O do grupo PO,*
560, 450 8 P-O(H) do grupo HPO,*

Fonte: (ARENDS et al., 1987; RAMAKRISSHHNAN; ARULDHAS, 1986).

5.1.3 Estimativa da area de superficie especifica por estudos de adsorcdo/dessorcéo de N,

As respectivas isotermas de adsorcdo/dessorcdo de N, e as curvas de distribuicdo
de tamanhos de poros dos nanocristais de HA estdo expostas na Figura 9. Se por um lado, a
amostra HA Oh apresenta a tendéncia de uma tipica isoterma do tipo IV, segundo a
classificacdo da IUPAC (FIGUEIREDO; RIBEIRO, 1989), exibindo um perfil que é
caracteristico de materiais mesoporosos em uma variacdo de tamanho de poro entre 2 e 50 nm
(FIGUEIREDO; RIBEIRO, 1989), todas as demais amostras mostraram caracteristicas de
uma isoterma do tipo Il, tipicas de superficies ndo porosas (TEIXEIRA; COUTINHO;
GOMES, 2001). A isoterma da amostra HA Oh apresentou curvas com histereses do tipo H3.
Nos outros casos, quase nao ha nenhuma evidéncia de histerese. Entretanto, a ndo existéncia
de um ciclo de histerese ndo implica a auséncia de porosidade, uma vez que o formato dos
poros pode conduzir a iguais processos de adsorcdo e dessor¢do (TEIXEIRA et al., 2001).
Neste respeito, a HA pode ser considerada um material que geralmente apresenta
mesoporosidade (ZHAO et al., 2011). Nas medidas de distribuicdes de poros, observou-se
para as cinco amostras sintetizadas uma concentracéo de poros na regido de mesoporos. Todas
as curvas apresentam um leve afastamento, o que sugere fendbmeno de condensacdo capilar e,
consequentemente, indica a presenca de mesoporos. Entretanto, estas isotermas apresentam
poros com menores histereses. Portanto, as isotermas aparentemente indicaram uma baixa

porosidade, que pode ser justificada pela presenca de poros néo cilindricos (TEIXEIRA et al.,
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2001). As isotermas das amostras HA 4h e HA 5h, exibem menores histereses, quando
comparadas com as demais amostras que foram submetidas a um menor tempo de
aquecimento, indicando que a temperatura teve um efeito muito significativo na porosidade
das amostras (ROSA; SHAREEF; VAN NOORT, 2000).

Figura 9 - Isotermas de adsorcdo de nitrogénio e curvas de distribuicdo de tamanhos de poros das amostras de
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Os valores de &rea de superficie especifica (Sget), volume total de poro (Vp) e
didmetro médio de poro (D,) dos correspondentes materiais foram obtidos pelos métodos de
BET e BJH (Tabela 4). As amostras de HA que foram submetidas ao tratamento hidrotérmico
apresentaram relativa baixa area superficial. Entdo, a relacdo da area superficial medida por
BET e o tamanho de particula calculada por DRX (Tabela 1), indicam que o aumento do
tamanho de particula favorece a reducdo da area superficial.

Tabela 4 - Resumo das analises de adsor¢do/dessorcao de nitrogénio.

AMOSTRA  Sger (m2.g™) Ve? (cm’.g?h) De° (nm)
HA 0Oh 80,0 0,4044 20,22
HA 1h 63,89 0,5058 31,67
HA2h 59,38 0,3891 26,21
HA 4h 43,57 0,2054 18,86
HA 5h 52,59 0,1673 12,72

TArea superficial, “Volume de poro, *Didmetro médio de poro.
Fonte: proprio autor.

5.1.4 Potencial Zeta

Estudos mostram que a carga superficial dos fosfatos de calcio tem um forte efeito na
adesdo celular (SUZUKI, TAKAHIRO et al., 1996; SUZUKI, T. etal., 1997).

Os valores negativos de PZ obtidos (Tabela 5) para as amostras sintetizadas estéo
em conformidade com os resultados reportados da literatura para ceramicos de fosfato de
calcio (FERRAZ et al., 2001). Esses indicam que o tratamento hidrotérmico ndo promove

uma mudanca significativa na carga superficial da HA.

Tabela 5 - Potencial Zeta das amostras sintetizadas.

AMOSTRA POTENCIAL ZETA (MV)
HA Oh -12,83 £ 0,3
HA 1h -9,57+£0,6
HA 2h -1433+11
HA 4h -12,93+0,1
HA 5h -14,53 £ 0,4

Fonte: Préprio autor.
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Se todas as particulas em suspensdo possuem um grande valor de PZ, positivo ou
negativo, estas vao ter a tendéncia de repelirem umas as outras e néo terdo a tendéncia de
flocular. Mas, se as particulas possuem valores de um potencial zeta baixos, ndo existe
nenhuma forca para prevenir as particulas de se aglomerarem e flocularem. A linha geral que
divide uma suspensdo estavel e instavel é geralmente tida como o limite entre +30 mV ou -30
mV. Ou seja, particulas com PZ mais positivo que + 30 mV ou mais negativo que -30 mV séo
normalmente consideradas estaveis.

Assim, pode-se afirmar que as nanoparticulas obtidas sdo instaveis. Contudo, a
instabilidade da superficie da bioceramica em um fluido bioldgico é um efeito desejado, a fim
de alterar a estrutura quimica para um estado adequado da ligacdo de tecidos in vivo, bem
como in vitro. A instabilidade é um fator de aceleracdo da osteocondutividade e favorece a

afinidade quimica e conectividade com o tecido 6sseo no corpo (SUZUKI, T. etal., 1997).

5.1.5 Microscopia eletronica de transmisséo

A Figura 10 exibe as imagens de MET para as amostras: (A) HAOh, (B) HA2h,
(C) e HAS5h, hidrotermicamente tratadas em solucdo de NH,Cl a 150°C. E evidente a
tendéncia de crescimento para desenvolver a morfologia em forma de haste, que se estende
sobre o tempo de aguecimento. Comparativamente a HAOh, sem tratamento hidrotérmico, foi
observado que as amostras sintetizadas com solucdo NH4Cl apresentaram nanocristais
maiores e mais uniformes. Wang e colaboradores (WANG et al., 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. Portanto, existe uma clara
orientacdo preferencial em direcdo ao eixo (KNOWLES et al., 1996) na cristalizacdo das
amostras que foram submetidas ao tratamento hidrotérmico.

As distribuicbes do tamanho de particula, obtidas através da inspecdo das
micrografias, indicam os valores estatisticos para o tamanho de particula do material. O valor
médio do tamanho dos cristais ou graos para as amostras HAOh, HA2h e HA5h foram 18,0,

62,8 e 84,6 nm, respectivamente.
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Figura 10 - Micrografias (MET) das nanoparticulas sem tratamento (A), hidrotermicamente tratadas em solucéo
NH,CI por 2h (B) e 5 h (C) e seus respectivos graficos de distribuigdo de tamanho de particula.
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5.2 Caracterizagado da sinvastatina

A sinvastatina utilizada para adsorcdo na superficie da hidroxiapatita foi extraida
de capsulas comercializadas em farmacias e, posteriormente, recristalizada. Por isso, houve a
necessidade de caracterizacdo para garantir a qualidade da droga.

A avaliacdo de formulacBes magistrais de céapsulas de sinvastatina ndo é
contemplada com metodologias analiticas em compéndios oficiais nacionais e internacionais.
Para as formulacGes farmacéuticas industrializadas sdo reportados varios métodos
fundamentados em diferentes técnicas analiticas para avaliar a sinvastatina, entre esses, por
Espectrofotometria de absorcdo na regido do ultravioleta (UV), FTIR e analise térmica
(MARKMAN; ROSA, 2011).

5.2.1 Espectrofotometria de absorc¢édo na regido do ultraviloleta
O espectro obtido na regido do UV esta representado na Figura 11 e sdo
condizentes com o0s espectros descritos na literatura com méaximos de absor¢do para

sinvastatina em 231, 238 e 247 nm (O'NEIL, 2006).

Figura 11 - Espectro de absor¢&o na regido do ultravioleta da sinvastatina.
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Fonte: proprio autor.
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5.2.2 Espectroscopia na regido do infravermelho

As principais bandas na regido do infravermelho descritas para sinvastatina estdo
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 12, em ndmero de ondas
aproximado. A banda em 3500 cm™ indica deformagdo axial de O-H livre. As bandas
aproximadas 3012, 2952 e 2875 cm™ se referem a vibragdes de estiramento de ligacées C-H.
As bandas com nimeros de onda em torno de 1726 e 1700 indicam deformacéo axial C=0 de
éster e lactona. Em aproximadamente 1567 cm™ temos deformacéo axial de C=0O de
carboxilato. Em torno de 1465 e 1389 cm™, deformacéo angular de metil e metileno. Nas
bandas observadas em 1267 e 1074 cm™, temos a deformacdo axial de C-O-C de éster e
lactona. As bandas observadas em 1160 e 1182 cm™, podem ser atribuidas & deformacéo
angular da espécie O-H (TANDALE; JOSHI; GAUD, 2011).

Figura 12 - FTIR da sinvastatina recristalizada.
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5.2.3 Calorimetria exploratoria diferencial

Vaérios estudos relacionados a aplicacdo de analises térmicas na caracterizacao,
avaliacdo de pureza, compatibilidade de formulacdo farmacéutica, identificacdo de
polimorfismo, estabilidade e decomposicéo térmica de farmacos e medicamentos encontram-
se descritos na literatura (OLIVEIRA; YOSHIDA; LIMA GOMES, 2011).

A sinvastatina foi caracterizada termicamente através de DSC que é uma técnica
utilizada para medir a diferenca de fluxo de calor entre uma substancia e um material de
referéncia em funcdo de um programa de aquecimento ou resfriamento. Na area farmacéutica
é utilizada na caracterizacdo térmica e determinacdo da pureza de farmacos (OLIVEIRA et
al., 2011).

A curva DSC da sinvastatina (Figura 13) demonstra o primeiro evento
endotérmico, na faixa de temperatura a partir de 50,91°C, com um consumo de energia de
11,07 J.g', que provavelmente se refere ao ponto de ebulicio do solvente utilizado na
recristalizacdo, no caso, a acetonitrila. O segundo evento, caracteristico do processo de fuséo
da substancia, sinvastatina, se inicia em 122,85°C, com um consumo de energia de 34,88 J.g~

! Sendo assim, de acordo com a curva, a sinvastatina apresentou temperatura de fusdo em
132,66 °C.

Figura 13 - Curva DSC da sinvastatina em atmosfera de nitrogénio e razéo de aquecimento de 10°C/min.
2

315,80°C

‘o
2 %9 so091c 122,85°C
5 | 107319 5355 yiq
s F 297,70°C
~grH 55,81 Jig
©
S "
X 55,02°C
w o
-3

132,66°C

T T
100 200 300 400

Temperatura (°C)
Fonte: proprio autor.
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A determinagdo do grau de pureza da sinvastatina foi realizada através de DSC,
utilizando a Equacdo de van’t Hoff na faixa de fusdo do farmaco (OLIVEIRA, M. A. D. et al.,
2010).

A determinacdo 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 avaliagdo da pureza por DSC pode ser realizada pelo simples
acompanhamento visual da curva DSC, observando a presenca dos eventos térmicos
caracteristicos do farmaco, ou utilizando uma determinacdo quantitativa pelo método da
Equacdo de van’t Hoff (2). Este Gltimo determina a pureza a partir da faixa de fusdo do
analito, podendo, assim, determinar a fragdo molar de impurezas contidas neste material
(OLIVEIRA et al., 2011; RODRIGUES et al., 2005).

RT,?

T =T,—X.
i =1o AH, 2

onde T; representa a temperatura de fusdo das impurezas no processo de fusdo, T 0 ponto de
fusdo do maior componente expresso em Kelvin (K), R a constante dos gases (8,3143 J K™
mol™), a concentragdo molar das impurezas na fase liquida ¢ AH; 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 é 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 solucéo
eutética. A equacao (3) descreve esta relacdo (RODRIGUES et al., 2005).

“F ©

Onde %é a fracdo molar das impurezas na fase liquida.
A equacdo (3) pode ser substituida na equacao (2) dando origem a uma expressao
(4) que descreve a relacdo linear entre temperatura de fusdo das impurezas (Ty) e fragdo molar
das impurezas:
X [ RTy

Tf :TO—E —AHf (3)
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Na avalia¢do de pureza absoluta pelo método da Equacao de van’t Hoff, sabe-se
que quanto maior a concentracdo de impurezas na amostra, menor é o ponto de fusdo e mais
larga é a faixa de fusdo (OLIVEIRA et al., 2011).

O ponto de fusdo 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 94,37 a 97,53%.

5.3 Adsorcdo da sinvastatina na superficie da HA

Os testes de adsorcdo foram realizados, primeiramente, com as cinco amostras
preparadas: HAOh, HAlh, HA2h, HA4h e HA5h. A quantidade (em porcentagem) de
sinvastatina adsorvida que inicialmente estava presente na solucdo em acetonitrila pode ser
observada na Figura 14. Para as trés diferentes concentracbes, é evidente que, para as
amostras de HA obtidas com maior tempo de tratamento hidrotérmico, ha uma maior
capacidade de reter a droga em sua superficie.

Figura 14 - Testes de adsorcdo na superficie da HA variando a concentracéo de sinvastatina: (a) 500 ug.mL™, (b)
1000 pg.mL™ e (c) 2000 pug.mL™.
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Fonte: préprio autor.

Fosfatos de célcio sdo materiais altamente porosos devido a espacos livres entre

0s cristais precipitados, com tamanho de poro em escala nano / micrométrica (ESPANOL et



39

al., 2009). A sua porosidade inerente torna esses materiais bons transportadores em sistemas
de libertagdo controlada de drogas. Contudo, ndo apenas o total da porosidade interligada é
relevante para o carregamento e entrega de drogas, mas também as dimensdes dos poros e da
distribuicdo de tamanho de poro no grdo, assim como a sua area superficial especifica e a
interacdo adsorvente/adsorbato (GINEBRA et al., 2012).

A partir dos valores expostos na Tabela 4, foi discutido que a area superficial
diminui & medida que o tempo de tratamento hidrotérmico aumenta. Esperava-se, portanto,
que a adsorcdo do farmaco fosse maior nas amostras de menor tamanho de particula e,
consequentemente, maior rea superficial.

Na Figura 9, as curvas de distribuicdo de didmetro de poro evidenciam uma maior
concentracdo de poros na regido designada a mesoporosidade. Contudo, a medida que o
tempo de tratamento hidrotérmico aumenta, as curvas tendem a se distribuir em direcdo a
regido correspondente a escala de microporos.

Apesar da HA apresentar porosidade ideal para adsorver moléculas, a natureza
hidrofilica da sua superficie possibilita uma facil dessorcdo de drogas hidrofébicas (LUO et
al., 2010). Sendo assim, sugere-se que as moléculas de sinvastatina adsorvidas em mesoporos
da superficie das amostras de HA sdo mais facilmente liberadas, enquanto que ficam
‘aprisionadas’ nos microporos, com menores diametros. Da Figura 15 (obtida através do
programa Materials Studio 5.0), temos que o didmetro médio da molécula de sinvastatina é
aproximadamente 1,2 nm, confirmando a possibilidade de serem mais dificilmente liberadas

dos poros com didmetro entre 1 e 5 nm presentes na HA5h (Figura 9).

Figura 15 - Didmetro médio da molécula de sinvastatina.

Fonte: préprio autor.
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Esse resultado torna a HA5h a melhor amostra entre as demais diante da
aplicacdo. Pode-se supor que as moléculas da droga adsorvidas fracamente nos mesoporos
seriam inicialmente liberadas, enquanto as “aprisionadas” nos microporos teriam posterior
liberacdo, simultdnea com o processo de biodegradacdo da cerdmica. Esse comportamento
possibilitaria um controle ideal da liberagdo do farmaco.

Além disso, deve-se considerar a interacdo adsorvente/adsorbato. Em um modelo
simplificado, pode-se representar a HA como um conjunto de grupos funcionais, onde 0s
pares de fons célcio (Ca®"), que podem se comportar com sitios acidos de Lewis e como
aglomerados de 4&tomos de oxigénio carregados negativamente que, por sua vez, constituem
os fons fosfatos (PO,*) podendo se comportar com sitios basicos de Lewis. As hidroxilas
(OH") se apresentam distribuidas sobre a superficie do cristal, podendo se comportar com
sitios basicos de Bronsted. Na Figura 16, temos uma representacdo esquematica dos grupos
funcionais da HA (GONCALVES, 2007).

Figura 16 - Representacéo esquematica dos grupos funcionais da superficie da HA.
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Fonte: (GONCALVES, 2007).

Em acetonitrila, um solvente ndo proético, a sinvastatina comporta-se como uma
molécula neutra. Portanto, pode-se afirmar que as interacGes eletrostaticas sao relativamente
fracas entre a superficie de HA e a sinvastatina.

Ensaios tedricos foram realizados simulando a interacdo HA-SINV®. A Figura 17
ilustra, de acordo com os calculos teoricos, a adsor¢do da molécula da sinvastatina na
superficie da HA. Mostra, basicamente, que as interagcdes sdo similares e que a droga forma

um quelato nas deformidades da superficie da NP.

! N&o foram realizados ensaios tedricos para a amostra HA 5h por motivos técnicos.
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As interacOes sdo feitas pela regido dos oxigénios, deixando os carbonos mais
expostos. Caso as simulagcOes sejam feitas na presenca de solvente a orientacdo dos mesmos

pode se modificar, ou ndo, uma vez que a superficie também é polar.

Figura 17 - Interagdo HA-SINV com base em calculos teéricos: HA Oh (A), HA 1h (B), HA 2h (C) e HA 4h (D).

Fonte: préprio autor.

O grafico da Figura 18 relaciona a energia de adsor¢do entre a droga e a NP com
base também em célculos tedricos. A medida que aumenta o tempo de tratamento
hidrotérmico, a energia de adsorcdo diminui e, consequentemente, a forca de interacdo se
torna maior. Apesar das cargas superficiais ndo se alterarem significativamente (Tabela 5),
pode-se dizer que o grau de imperfeicdes na superficie varia de acordo com o tempo de
tratamento ja que houve variacao na energia de adsorcdo. Sugere-se que a posicdo dos

atomos de hidrogénio na superficie das nanoparticulas varia de acordo com o tratamento.
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Figura 18 - Relagdo da interacdo da sinvastatina com a superficie de HA.
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Fonte: proprio autor.

Sendo a capacidade de carga da amostra HA 5h maior, temos na Figura 19 uma
representacdo que permite comparar a massa de SINV adsorvida (mg) por massa (g) de HA
nas trés diferentes concentracfes da droga em que foram realizados os testes. Pode-se concluir

gue a solucdo com maior concentracdo promove maior quantidade de droga adsorvida,
indicando que ndo houve saturacdo dos sitios.

Figura 19 - Comparativo de massa (mg) de SINV por massa (g) de HA 5h para testes de adsor¢cdo com solucdes
com concentragdes de 500, 1000 e 2000 ug.ml™.
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Fonte: proprio autor.
Como descrito no subitem 5.2.2, bandas caracteristicas da molécula de
sinvastatina podem ser observadas no espectro da Figura 20, em numero de ondas
aproximado. Mesmo algumas bandas tendo ficado sobrepostas as da HA, algumas das

principais indicam a presenca do farmaco na amostra. Por exemplo, as bandas em torno de
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2921,9 e 2850,6 cm™ podem ser atribuidas a vibracdes de estiramento de ligagdes C-H
(TANDALE et al., 2011).

Apesar de ndo ser uma técnica quantitativa, a relativa baixa intensidade das
bandas nos espectros de FTIR atribuidas a sinvastatina esta relacionada a maior quantidade

em massa de hidroxiapatita (2,5 mg de SINV para cada grama de HA).

Figura 20 - FTIR da HA 5h com SINV adsorvida em sua superficie.
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Fonte: préprio autor.

Na Figura 21, estdo expostas as curvas termogravimetricas para a amostra HA 5h
e HA 5h-SINV. A amostra HA 5h, por ser um material de estabilidade térmica consideravel,
apresentou perda de massa de 3,98% correspondendo, em maior parte, a agua adsorvida na
superficie e agua estrutural. Para a amostra com SINV adsorvida em sua superficie, a massa
eliminada foi de 7,49%. Observa-se que a mais expressiva perda de massa se iniciou em

aproximadamente 200°C e se estendeu até 700°C. Para a SINV pura, a degradacdo se inicia a
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aproximadamente 200°C e vai até 400°C (OLIVEIRA, M. A. D. et al., 2010). Este pequeno
prolongamento da perda de massa observada no termograma pode ser associada a interacéo
nos microporos da nanoparticula somada a prépria massa eliminada da agua estrutural da HA,

que € minima nessa faixa de temperatura.

Figura 21 - TG e DTG de HA 5h (A) e HA-SINV (B).

100 100

10,00 98 L 0.00

99 4 98 -

97 -
+-0,019 -0,01
=

98 [a] 96

Massa (%)
DTG

Massa (%)

95 o

+-0,02 L
o7 . 0,02

93 4

96 -0,03 02

T T T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 100 200 300 400 500 600 700 800 900
Temperatura (°C) Temperatuta (°C)

(A) (B)

-0,03

Fonte: préprio autor.

5.4 Modificacdo da superficie da HA com acido oleico

Apesar de nanoparticulas de HA apresentarem caracteristicas ideais como
substituinte 6sseo, estudos anteriores demonstram que drogas sdo gquimicamente conjugadas
ou ionicamente adsorvidas em sua superficie, mas resulta em uma capacidade limitada e
rapida liberacdo controlada. Isso porque a natureza hidrofilica da superficie das
nanoparticulas de HA torna desafiador uséd-las em um sistema de liberacdo de drogas
hidrofobicas, como é o caso da sinvastatina (LUO et al., 2010). Portanto, visando um sistema
eficiente e de liberacdo mais controlada, a superficie de HA foi funcionalizada com acido
oleico (C1gH340,, AO).

De acordo com resultados morfologicos anteriores e testes de adsorcao realizados
com sinvastatina, a amostra HA5h apresenta morfologia mais semelhante ao do componente
mineral natural dos ossos e maior capacidade de adsorcdo. Sendo assim, escolheu-se essa
amostra para desenvolver um sistema representado por HA-AO-SINV.

LUO et al. (2010) sugere que o nanocristal forma um nucleo envolvido por uma

monocamada, semelhante a uma “concha”, de moléculas de AO quimicamente adsorvidas,
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enquanto as moléculas do farmaco ancoram nos intersticios formados pelas longas cadeias

carbdnicas do acido oleico, como mostra o esquema na Figura 22.

Figura 22 - Representacdo esquematica do sistema HA-AO-SINV.
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Fonte: adaptado de (LUO et al., 2010).

O espectro de FTIR na Figura 23, em que a amostra modificada com &cido oleico
é designada HA5h-AOQ, indica que ocorreu a ligacdo quimica entre a superficie da HA
(coberta por hidroxilas) e as moléculas de acido oleico. Este fato é evidenciado pela auséncia
da intensa banda referente ao estiramento v (C=0) de &cido oleico puro (Figura 24),
aproximadamente em 1711 cm™, no espectro de FTIR da amostra revestida com AO (MA et
al., 2011). Em vez disso, duas bandas caracteristicas aparecem em 1554 e 1458 cm™, que
podem ser atribuidas aos estiramentos assimétrico (v;s COO—) e simétrico (vs COO—),
respectivamente. Como A~ 96 cm™, indicando que a cadeia de 4cido oleico é fixada numa
interacdo bidentada com os dois oxigénios simetricamente coordenados a superficie (MA et
al., 2011).

O estiramento nédo simétrico de metil, v,(CH3), € 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 (vs;s(CH2), vs(CH2)). A nitidez das bandas indica
que as cadeias de hidrocarbonetos estdo bem ordenadas. O espectro ndo exibe bandas em
posicBes que indicam presenca do acido oleico puro (SODERLIND et al., 2005).

Portanto, de acordo com os espectros de FT-IR, pode-se afirmar que o &cido
oleico recobriu a superficie dos nanocristais com sucesso, 0 que pode promover uma maior

facilidade de disperséo em solventes néo polares (MA et al., 2011).



Figura 23 - FTIR das amostras HA 5h e HA 5h-AO.
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Figura 24 - FTIR do acido oleico puro.
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Além do estudo através do FTIR, também se realizou uma analise
termogravimétrica (TG) da amostra modificada para verificar a presenca de moléculas de
oleato através do evento de perda de massa. Desta forma, a Figura 25 mostra os termogramas

das amostras sem e com modificacdo superficial, respectivamente.

Figura 25 - TG das amostras HA 5h e HA 5h-AO
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O primeiro termograma indica que até 900 ° C, a perda de massa da HA é de 3,9%
da inicial. Além disso, neste termograma constata-se a estabilidade desta ceramica a
temperaturas elevadas (GRANDE et al., 2009). Na primeira e maior perda a massa eliminada
foi de 2,68%, ocorrendo até aproximadamente 400°C. Inicialmente, a perda corresponde a
termodessor¢do da agua da superficie da NP. Proximo de 200°C, a perda de massa é atribuida
a eliminacdo de H,O estrutural da rede cristalina. Essa longa faixa de temperatura em que
ocorre perda de massa indica que a agua nao interage de maneira uniforme com a estrutura, o
que € compativel com a existéncia de diferentes sitios estruturais. Entre 500 e 600°C, observa-
se uma perda de massa de 0,67% e, entre 700 e 800°C, uma perda de 0,6% que sdo atribuidas
a eliminacgdo 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
14,88%. A ligeira perda de massa observada abaixo de 200°C indica algumas moléculas de
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H,O adsorvidas na superficie da amostra HA 5h-AO. Um evento térmico observado entre 200
e 400°C pode ser atribuido a dessor¢do das moléculas de &cido oleico. No entanto, a eventual
perda de massa acima de 400 °C pode indicar interacGes distintas entre as moléculas de oleato

e 0s atomos superficiais, conduzindo a diferencas nas intensidades dessas interacdes.
A curva DTG (Figura 26) apresenta trés eventos exotérmicos entre 200 e 500°C.

A presenca de moléculas fortemente ligadas retarda a decomposicdo daquelas que estdo
fortemente ligadas a superficie. Portanto, o primeiro evento nessa faixa pode ser atribuido a

decomposicéo das espécies fisissorvidas enquanto que o segundo é relativo a eliminacéo das
espécies quimissorvidas. O terceiro evento esta relacionado a perda de massa da HA (agua

estrutural) (Figura 21-A).

Figura 26 - DTG da amostra HA-AOQ.
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5.5 Incorporacgéo da sinvastatina em HA-AO

A quantidade de sinvastatina incorporada a amostra HA-AO esta exposta em dois
gréaficos comparativos nas Figuras 27 e 28. A tendéncia de maior capacidade de carga foi
observada novamente para a amostra que foi submetida ao contato com a solugdo de maior
concentracdo de SINV. Contudo, em relagdo a adsorcédo direta na superficie de HA5h, houve
uma queda na massa de droga incorporada a nanoparticula quando a solucdo tem baixa

concentracdo de adsorvente.
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Figura 27 - Porcentagem de SINV incorporada em HA-AQ para solu¢bes com diferentes concentragdes de
sinvastatina.
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Figura 28 - Comparativo de massa (mg) de SINV por massa (g) de HA-AO para testes de incorpora¢do com
solucdes de diferentes concentracgdes.
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No caso das amostras em contato com a solucdo SINV 2000 pg.mL™, a massa da
droga incorporada se aproximou bastante com o resultado obtido para a adsorcéo direta na
superficie HA 5h. Pode-se concluir que, para o sistema HA-AO, a incorporacdo de farmaco €
favorecida em concentragdes relativamente elevadas.

O espectro de FTIR do sistema HA-AO-SINV (Figura 29) apresenta uma
sobreposicdo de bandas atribuidas ao AO e a SINV, impossibilitando a avaliagdo das
interacOes entre as substancias. Além disso, a quantidade relativamente menor do farmaco

tambeém dificulta a visualizagdo das suas principais bandas.



Figura 29 - FTIR do sistema HA-AO-SINV.
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O termograma na Figura 30 apresenta cinco eventos principais, indicando a
presenca de especies adsorvidas, com perda de massa total de 11,1%. Na faixa de
temperatura, de 175-600°C, aproximadamente, na qual 9,2% da massa foram eliminados,

observa-se trés eventos maiores que podem ser atribuidos a decomposic¢éo de SINV e perda
de &cido oleico, fraco e fortemente quimissorvido.
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Fonte: proprio autor.
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A Figura 31 exibe um comparativo entre os termogramas das trés amostras,

evidenciando as diferentes perdas de massa. A maior estabilidade térmica apresentada pela

HA indica que a incorporacao de AO e SINV a sua superficie foram realizadas com sucesso.

Massa (%)

Fonte: préprio autor.

Figura 31 - Curvas de TG para HA, HA-SINV e HA-AO-SINV.
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As micrografias de transmissao eletrénica das amostras HA 5h-SINV e HA 5h-
AO-SINV indicam que quando ndo funcionalizados com &cido oleico, os cristais de HA
sofrem aglomeracdo. Por outro lado, os grdos revestidos com o oleato se apresentam bem
dispersos (Figura 32). Este resultado ja era esperado, dado os valores das cargas superficiais

totais encontradas para as amostras sintetizadas de HA.

Figura 32 - Micrografias das amostras HA 5h-SINV (a) e HA 5h-AO-SINV (b).

Fonte: proprio autor.

O potencial zeta é usado para determinar a estabilidade das suspensdes coloidais,
guando um sélido é suspenso em um liquido. Coloides com valores de PZ altos (positivos ou
negativos) sdo eletricamente estaveis, enquanto coloides com baixo potencial zeta tendem a
coagular ou flocular (GONCALVES, 2007). Portanto, o interesse em estudar o acido oleico
como cobertura se deve a sua habilidade de promover uma melhor estabilidade coloidal em
aplicacdes bioldgicas. Assim, o método de adsorcdo de AO em HA pode ser aperfeicoado
visando avaliar o desempenho do sistema HA-AO como carreador de drogas hidrofdbicas.

Diversos fatores podem ter influéncia sobre os resultados obtidos para
incorporacgdo de sinvastatina. Entre eles, a quantidade de &cido oleico adsorvida na superficie
dos grdaos de HA. Além disso, outros aspectos relevantes a serem considerados sdo 0
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desempenho dos dois sistemas na liberagdo do farmaco e o comportamento no organismo

Vivo.

5.6 Biocomposito

As imagens obtidas no Microscopio Eletrdnico de Varredura e os espectros de Energia
Dispersiva de Raios-X (EDX) para os “scaffolds” a base de QUIT/PEG sao apresentados na
Figura 32. Pode-se observar que a adicdo de nanoparticulas de HA resultou em uma maior e
mais homogénea porosidade, o que sugere que a HA atuou como um agente de ligacdo
cruzada.
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Figura 33 - Micrografia e EDS dos “scaffolds” preparados: apenas 0 PEG/QUIT (A), PEG/QUIT com HA (B) e
PEG/QUIT com HA-SINV (C).

Fonte: préprio autor.
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Os “scaffolds” preparados apresentaram uma estrutura tridimensional com
macroporos interligados, caracteristica essencial para aplicacdo na engenharia de tecidos,
contribuindo para elevar a taxa de difusdo e permitir a melhor vascularizagdo. Assim, pode
melhorar o transporte de oxigénio, de nutrientes e remocéo de residuos (FONTES, 2010).

Os poros desse material ndo tém de tamanho bem definido. Esta caracteristica é
devida ao processo de liofilizagdo, possibilitando poros com tamanho (variando entre 50 e
200 pum) e morfologia ndo uniformes (FONTES, 2010). Um “scaffold” ideal para aplicacdo na
engenharia de tecidos deve ter tamanho de poro maior do que uma célula em suspenséao (10
pm) (FONTES, 2010). Alguns autores relatam que quando esta dimensao varia entre 40-100
pm, resulta em um crescimento da matriz ostedide com sucesso e 100-350 pum mostra uma
maior regeneracdo 0ssea (FONTES, 2010). Portanto, os “scaffolds” com HA e HA-SINV tém
diametros de poro ideais para aplicacdo na regeneracao 0ssea.

O espectro de EDX da Figura 28 indica que a HA esta distribuida aleatoriamente
sobre a superficie do “scaffold”. Comparando com a Figura 33 (B) conclui-se que as

nanoparticulas também foram incorporadas homogeneamente na matriz polimérica.

Figura 34 - MEV do “scaffold” com HA e EDS da regido em vermelho.
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6 CONCLUSAO

Os resultados confirmam que o método hidrotérmico é eficiente para a sintese de
nanocristais de hidroxiapatita com controle de parametros estruturais e morfologicos. Os
dados obtidos por difracdo de raios-x passaram por um processo de refinamento de estrutura
cristalina pelo método de Rietveld que 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 direcdo do eixo-c. As microscopias de transmissdo sustentaram esse resultado
por apresentar cristais em prisma para as amostras submetidas ao tratamento hidrotérmico. As
nanoparticulas foram dispersas em NH4CI que funcionou com molde, produzindo um material
com morfologia semelhante a HA natural do osso para assegurar o produto final uma maior
biocompatibilidade.

Os espectros de FTIR revelaram bandas caracteristicas da hidroxiapatita enquanto
os dados obtidos por BET indicaram que a sintese permitiu também o controle das
propriedades texturais. Os valores de Potencial Zeta obtidos para as nanoparticulas sugerem
que o tratamento hidrotérmico nao altera a carga superficial da HA.

Resultados de DSC, absorbancia na regido do UV e infravermelho confirmaram a
qualidade da sinvastatina que foi extraida de capsulas comerciais e recristalizada.

Os testes experimentais e tedricos de adsorcao de sinvastatina na superficie de HA
indicaram que as nanoparticulas que foram submetidas a maior tempo de tratamento
hidrotérmico exibem maior interacdo adsorvete/adsorbato, sendo a amostra HA5h a que
apresenta melhores condicOes para a aplicacdo como suporte para liberacdo controlada da
sinvastatina.

Visando uma melhor dispersdo da nanoparticula e maior estabilidade da interacao
com a droga, promoveu-se a quimissorcdo de acido oleico na superficie da HA. Os resultados
indicam que, a relativa concentracdo elevada, a quantidade da droga adsorvida é comparavel
com a fisissorgdo da SINV diretamente na superficie do fosfato de calcio.

Os resultados de MEV mostraram que a adi¢cdo de HA nos “scaffolds” tornou
menor a organizagdo com relacdo ao tamanho de poro e morfologia. As esponjas
apresentaram interconectividade dos poros, que € um dos pré-requisitos para aplicagdo na
regeneracdo Ossea. Resultados de EDX confirmaram que a hidroxiapatita é distribuida
aleatoriamente na superficie e entre as cadeias do polimero. Portanto, 0 nanobiocomposito

desenvolvido tem grande potencial na regeneracao de tecido 0sseo.
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7 PERSPECTIVAS

e Realizar o estudo cinético adsor¢do da sinvastatina em hidroxiapatida;

e Completar as simulacOes de adsorcdo na presenca de solvente;

e Aperfeicoar o0 método de funcionalizacdo da superficie de HA com &cido oleico,
avaliando a propor¢do que resultard& em uma maior quantidade de sinvastatina
ancorada no sistema carreador;

e Complementar a caracterizagédo dos “scaffolds” com TG, DTG, DSC e FTIR;

e Realizar o estudo das propriedades mecanicas dos biocompositos;

e Teste de liberacdo controlada do farmaco para bioatividade, biodegradacdo e
biocompatibilidade in vitro e in vivo para avaliacdo do desempenho dos sistemas HA-
SINV e HA-AO-SINV;

e Verificar o desempenho dos biocompoésitos com diferentes combinagfes de outros

polimeros.
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