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RESUMO

Neste trabalho scaffolds de hidroxiapatita (HA) foram sintetizados e sua
superficie modificada com uma matriz polimérica (copolimero tribloco éxido de
polipropileno e o6xido de polietileno - PEO-PPO Pluronic®), na qual o farmaco
alendronato (AL) foi incorporado, visando a liberagédo controlada de farmaco e o uso
deste biomaterial como substituto 6sseo para pessoas com osteoporose. Em uma
primeira etapa, o método da dispersao solida foi utilizado para preparar compésitos
de Pluronic® e alendronato. Por meio das analises de difratometria de raios X e
calorimetria exploratéria diferencial (DSC) chegou-se a conclusdo que a melhor
amostra foi a F108AL2, que indicava uma melhor interacdo do polimero com o
alendronato. Na segunda etapa, um template de sacrificio de esferas de silica foi
utilizado para preparar a HA porosa. As duas amostras obtidas HA200 e HA400 com
tamanho de poros médios de 170nm e 350nm respectivamente foram utilizadas para
sintetizar amostras de hidroxiapatita porosa com alendronato, baseando-se nas
interagdes intermoleculares entre os ions calcio da hidroxiapatita com os ions fosfato
e amina do farmaco. As analises de espectroscopia na regidao do infravermelho e
DSC indicaram o sucesso na incorporagao do farmaco na HA. Como ultima etapa, o
biocompésito HA porosa - Pluronic® F108 - AL foi preparado. As andlises de |V, DSC
e microscopia eletrdbnica de varredura indicaram o sucesso na modificagdo da
superficie da HA com o polimero, bem como a presenc¢a do alendronato. Para as
amostras de todas as etapas foram realizadas curvas de liberacdo do AL. Nas
amostras Pluronic®-AL, o maximo de liberagdo foi alcangado em 120 min, com a
amostra F108AL2 apresentando o melhor resultado. Ja nas amostras HA-AL, mais
de 80% do farmaco foi incorporado nas amostras porosas e 24% foi o maximo de
liberacdo alcangado em 72h. Nas amostras do biocompédsito HA-F108-AL, o melhor
resultado foi observado para a amostra F108HA400AL que apresentou um
comportamento distinto das outras, alcangando um maximo de liberagao de 80% em
100 minutos. Apds a sintese e caracterizagdo dos biocompdsitos, a segunda parte
deste trabalho foi focada nos testes in vitro. Devido a falta de estabilidade no meio
de cultura nao foi possivel realizar os testes nas amostras HA-F108-AL. Novas
amostras foram preparadas baseadas em discos de hidroxiapatita preparados com a
amostra HA400. O alendronato foi incorporados nesses discos com duas

concentragdes diferentes, 0,1mg e 1,0mg. Para as amostras HA, HAAL-0,1 e HAAL-



1,0 foram realizados ensaios com osteoclastos. Os testes de atividade da fosfatase
acida tartarato-resistente e alamar blue® mostraram uma menor presenca dos
osteoclastos nas amostras com maior concentracdo de alendronato. Com os
resultados positivos, um novo biocompdsito foi preparado a partir de um gel formado
de Pluronic® F127 e alginato juntamente com os discos de HA, duas amostras foram
sintetizadas HAGEL e HAGELAL com incorporacéo de alendronato. Para os ensaios
dessas amostras dois tipos de células foram utilizadas, uma co-cultura de
osteoclastos e fibroblastos e células mesenquimais. O teste de atividade da
fosfatase alcalina com as células mesenquimais indicou que as amostras poderiam
estar induzindo a diferenciagdo destas em osteoblastos, principalmente a amostra
HAGELAL. Os resultados indicam um bom potencial dos biocompdsitos para uso

como substituto 6sseo para pessoas com osteoporose.

Palavras chave: Hidroxiapatita, alendronato, tribloco PEO-PPO-PEQO, liberacéo de
farmaco.



ABSTRACT

In this work, hydroxyapatite (HA) scaffolds with surface modified by a triblock
copolymer polypropylene oxide and polyethylene oxide (PEO-PPO - Pluronic®)
matrix were synthesized for use as alendronate (AL) releaser, with aim to use this
biomaterial as a bone graft for people with osteoporosis. In a first step, the solid
dispersion method was used to prepare Pluronic® and AL composites and, through
X-ray diffractometry and differential scanning calorimetry (DSC) analyzes, F108AL2
was found as the best sample with better interaction between the polymer and AL. In
the second step, the porous HA was prepared by a silica spheres sacrificial template.
The two samples obtained HA200 and HA400 with average pore size of 170nm and
350nm respectively were used to synthesize HA-AL samples, based on the
intermolecular interactions between the HA calcium ions with the AL phosphate and
amine ions. Infrared spectroscopy (IR) and DSC analyzes indicated success in drug
incorporation. As the last step, the porous HA-Pluronic® F108-AL biocomposite was
prepared. Scanning electron microscopy, IV and DSC analyzes indicated the
success in the HA's surface modification with the polymer as well as the presence of
AL. After the samples characterization of all steps, it was performed AL release
curves. In the Pluronic®-AL samples, maximum release was achieved in 120 min,
with the F108AL2 sample showing the best result. In the HA-AL samples, more than
80% of the drug was incorporated in the porous samples and 24% was the maximum
release reached in 72h. In the HA-F108-AL biocomposite samples, F108HA400AL
showed the best result, it was observed a distinct behavior, reached a maximum
release of 80% in 100 minutes and remained constant. After the synthesis and
characterization of the biocomposites, the second part of this work was focused on
the in vitro tests. Due to the lack of stability in the culture medium, the HA-F108-AL
samples could not be tested. New samples were prepared based on hydroxyapatite
disks prepared with the HA400 sample. Alendronate was incorporated into these
disks with two different concentrations, 0.1mg and 1.0mg. For the HA, HAAL-0.1 and
HAAL-1.0 samples, osteoclast assays were performed, tartarato-resistant acid
phosphatase activity and alamar blue tests showed a lower presence of osteoclasts
in the samples with higher concentration of alendronate. From the positive results, a
new biocomposite was prepared based in a gel formed of Pluronic® F127 and
alginate with the HA disks, two samples were synthesized HAGEL and HAGELAL



with incorporation of alendronate. Two cells types were used for the assays, a co-
culture of osteoclasts and fibroblasts and mesenchymal cells. The alkaline
phosphatase activity test with the mesenchymal cells indicated that the samples
could be inducing the differentiation of these into osteoblasts, especially the sample
HAGELAL (containing AL). The result indicate a good potential of the biocomposites
as a bone graft for people with osteoporosis.

Keywords: Hydroxyapatite, alendronate, PEO-PPO-PEOQ triblock, drug release.
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1. INTRODUCAO

O osso € a unidade basica do sistema esquelético humano (1). Os esqueletos
adultos contem 206 ossos, e cada osso mantém sua forma e estrutura durante a
vida de um individuo, através de um processo continuo de remodelagao (2). O osso
fornece estrutura para o corpo, protege os 6rgaos vitais, suporta movimentos
mecanicos, hospeda células hematopoiéticas e mantém a homeostase do ferro. O
osso tem um arranjo complexo e variavel de estruturas em grandes escalas de
comprimento, o que, em conjunto, possibilita diversas fungdes mecanicas, biologicas
e quimicas (1).

O osso é composto de uma matriz extracelular (90%) e agua (10%). A matriz
extracelular é constituida por materiais organicos e inorganicos. O material organico
da aos ossos a sua flexibilidade, enquanto o material inorgéanico a sua resiliéncia. O
material inorgénico, geralmente constituido de hidroxiapatita, € a porg&o principal da
matriz extracelular que consiste em cerca de 60-70% da massa 6ssea. Os restantes
30-40% sao componentes organicos que consistem em 90% de colageno tipo | e
proteinas nao colagenas. A rede de colageno consiste em fibras ou feixes paralelos
bem organizados (2). O numero e a distribuicdo das fibrilas de colageno (didmetro
médio = 100nm) no tecido geralmente determinam o seu estado de mineralizagao
(3). Os minerais sao os principais componentes do 0sso, onde 70% do seu peso
(50% em volume) sdo feitos de cristais de fosfato de calcio (principalmente
hidroxiapatita) com um tamanho inferior a 200A. S0 os minerais que proporcionam
rigidez e forga para as fungdes de suporte esquelético (4).

Apesar do osso ser uma estrutura rigida, ele ndo € um tecido inerte. Quatro
células distintas realizam a formacdo local, reabsor¢cdo e manutencdo do 0sso:
osteoblastos, osteoclastos, ostedcitos e células do revestimento Osseo (4).
Osteoblastos sao células formadoras de ossos que possuem apenas um nucleo.
Eles estdo localizados ao longo da superficie 6ssea e compreendem 4%-6% das
células Osseas totais. Os osteoblastos sdo originarios da diferenciagdo de células
osteogénicas, dos tecidos que cobrem o exterior do osso, e da medula éssea (1). A
sintese da matriz 6ssea por osteoblastos ocorre em duas etapas principais:
deposi¢cdo de matriz organica e sua posterior mineralizagdo (5). Uma vez que o

osteoblasto termina seu trabalho, ele € preso dentro do osso e se endurece. Quando
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presos nos 0ssos, 0s osteoblastos passam a ser chamados de ostedcitos. Assim, os
ostedcitos sdo células 6sseas maduras. Eles estdo dispersos na matriz éssea e
supostamente atuam como sensores de estresse. Outros osteoblastos permanecem
na parte superior dos 0ssos novos e sao usados para proteger 0S 0SsOSs
subjacentes, estes passam a ser conhecidos como células de revestimento. As
células de revestimento 6sseo possuem organelas planas para que elas possam
facilmente cobrir o osso sem interferir com outras fungdes celulares. Os osteoclastos
sdo células multinucleadas gigantes que sao responsaveis pela reabsorgdo éssea
(1). A ativagcdo dos osteoclastos para iniciar a reabsorgdo dssea exige que ele se
associe a superficie 6ssea, onde a actina e as integrinas desempenham um papel
importante (6). Pode-se destacar também a membrana ondulada (ruffled border) (4)
que corresponde a area central da membrana plasmatica altamente invaginada
responsavel pela reabsorcao éssea.

Dentre as doencas mais comuns que afetam os 0ssos, a osteoporose se
apresenta como um grande e crescente problema de saude em todo o mundo (7).
Osteoporose € uma condicdo metabdlica que se caracteriza pela diminuigcao
progressiva da densidade 6ssea e aumento do risco de fraturas (8). A maioria dos
pacientes sdo assintomaticos até que uma fratura ocorra, mais comumente na
espinha, no radio distal ou no joelho. Alguns pacientes podem apresentar também
perda de altura e dor nas costas devido ao colapso vertebral (9).

Os ossos estdo em constante processo de renovagao, com os osteoclastos
encarregadas de reabsorver as areas envelhecidas e os osteoblastos produzindo
novos 0ss0s. Esse processo permanente e constante possibilita a reconstituicao do
0sso quando ocorrem fraturas e explica por que a mais ou menos a cada dez anos o
esqueleto humano se renova por inteiro (4,6). Com o tempo, porém, a absor¢cédo das
células velhas aumenta e a formagao de novas células ésseas diminui. O resultado é
que 0s 0ssos se tornam mais porosos e perdem resisténcia. Na maioria dos casos, a
osteoporose €& uma condicdo relacionada com o envelhecimento. Ela pode
manifestar-se em ambos os sexos, mas atinge especialmente as mulheres depois da
menopausa por causa da queda na producdo do estrogénio. A falta de estrogénio
circulando no corpo aumenta a reabsorcéo 6ssea e diminui a formagao de novos

0ssos (9).
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E estimada que cerca de 125 milhdes de pessoas na Europa, india, Japdo e
EUA tém osteoporose (7). Além disso, uma a cada trés mulheres e um a cada cinco
homens acima dos 50 anos irdo sofrer uma fratura relacionada a esta doenca
(10,11). Nas mulheres acima de 45 anos, a osteoporose representa mais dias de
hospitalizagdo do que a diabetes, os ataques cardiacos ou o cancer de mama (12).
O custo anual estimado da osteoporose € de cerca de 37 bilhdes de euros na
Europa e 19 bilhdes de ddlares nos EUA (12,13). A osteoporose também tem
acentuada incidéncia sobre os brasileiros, cerca de 10 milhdes de pessoas possuem
a doencga no pais (14,15). Pesquisas mostram que a taxa de mortalidade, no
primeiro ano depois da fratura de quadril € 23,2%, e estas geram um custo de 6
milhdes de ddlares ao ano para a companhias seguradoras de saude privadas (16).
Em muitos paises da América Latina, o numero de fraturas por osteoporose sera
mais do que o dobro em 2050. No mundo inteiro, 40% das fraturas osteoporéticas
ocorrem em individuos em idade economicamente ativa. As cifras do custo direto
das fraturas por osteoporose ndo levam em consideracdo os enormes custos
indiretos para a economia, tais como a incapacidade e a perda de produtividade
(12).

Atualmente, com o incremento da expectativa de vida da populacdo e as
mudanc¢as no estilo de vida, sobre tudo da populagdo feminina, os casos de
osteoporoses tém aumentado significativamente e espera-se que aumentem
drasticamente nas proximas décadas. Nesse cenario o desenvolvimento de
biocompdsitos com agentes antiosteoporoticos se torna muito desejavel. Pessoas
com osteoporose possuem baixa capacidade osteoregenerativa quando substitutos
O0sseos sao aplicados. Desta forma, desenvolver um material capaz de liberar
agentes antiosteoporéticos nos primeiros dias da regeneragcdo Ossea ira inibir os
osteoclastos, favorecendo a acdo de osteoblastos. Assim, substitutos Osseos
modificados com polimeros para liberacdo controlada de farmacos pode ser uma
excelente opcao em tratamentos de pessoas com osteoporose. Este € o intuito deste
trabalho: preparar um molde (scaffold) de hidroxiapatita (Ca10(PO4)s(OH)2) porosa,
um fosfato de calcio ja muito utilizada na engenharia de tecido 6sseo (17,18) e
modificar com um polimero anfifilico, nesse caso copolimeros em bloco de oxido de
polietleno PEO (unidade hidrofilica) e oOxido de polipropileno PPO (unidade

hidrofdbica) (19,20) para a incorporagao de um farmaco antiosteoporético, visando
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usar esse biocompdsito como substituto 6sseo para pessoas idosas com
osteoporose. O farmaco escolhido, o alendronato (AL), tem seu efeito farmacolégico
relacionado a sua habilidade de ligar aos minerais 6ésseos e ao seu efeito bioquimico
nas células, inibindo a agcdo dos osteoclastos, consequentemente a calcificacéo e

reabsorgéo 0ssea (21). O esquema do biocompdsito esta ilustrado na Figura 1.

Molde poroso de hidroxiapatita

Pluronic Alondronato

CHs
HO{CH,CHO L~ CH,CHOF;—f-CH CH 05 H ,ﬂ, el Lg:a

. 3H20

Hidroxiapatita
Ca;4(PO,)s(OH),

Figura 1 - Esquema do biocompésito hidroxiapatita porosa-polimero-farmaco.
Fonte: Autor

O biocompdsito é composto por uma matriz porosa de hidroxiapatita que na
Figura 1 esta representada com a cor azul. A superficie desses poros seria
modificada com o polimero ja com o alendronato incorporado, representados com a
cor roxa. O foco de aplicagcdo desse material seriam em fraturas originadas pela
osteoporose. Isso porque a ideia principal é inibir a agdo dos osteoclastos em um
primeiro momento, enquanto a hidroxiapatita ajuda na indu¢do da formagao de
novos tecidos 0sseos o que é dificultado em pessoas com osteoporese. Apesar do
foco especifico, o biocompdsito também poderia ser aplicado em qualquer tipo de

defeito 6sseo, por exemplo causado por um osteossarcoma.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Substitutos 60sseos

Substitutos 6sseos ndo devem apenas preencher o tecido faltante, mas
também, precisam imitar as propriedades naturais dos ossos. Devem fornecer uma
matriz para o tecido hospedeiro se regenerar e se reparar. Esta tarefa deve ser feita
fornecendo uma estrutura de suporte, onde o tecido hospedeiro e o0s vasos
sanguineos podem ser conectados e desenvolvidos. Em uma situagéo ideal, o
substituto 6sseo ou enxerto precisa ser ativo e capaz de interagir com 0 0ssoO
hospedeiro, para aumentar a proliferagcao e crescimento de células de osteoblastos.
Com base nessas regras, as propriedades quimicas e estruturais do tecido ésseo
sdo as principais caracteristicas que precisam ser sublinhadas (2,3).

Podemos definir como enxerto 6sseo o transplante de ossos naturais ou
sintetizados em um local danificado do osso para promover a regeneragdo do 0SSO
(2). Ao longo dos anos, um grande numero de pesquisas e desenvolvimento de
produtos, foram realizados no desenvolvimento de biomateriais para enxertos
0sseos, mais confiaveis e biodegradaveis. Um marco significativo neste campo foi a
obtencao de enxertos de biomateriais biodegradaveis, que podem se degradar ao
longo do tempo e/ou reparar ou regenerar novos tecidos in situ ao longo do tempo.
O conceito de implantes ésseos mudou ao longo dos anos, e a regeneragéo em vez
da substitui¢cao, tem sido o foco principal das pesquisas nesse campo (2,22).

Mais de um milhdo de cirurgias de implantes de enxertos 6sseos ocorrem
todos os anos (23). Os materiais autégenos (obtidos do préprio individuo), alégenos
(obtidos de individuos da mesma espécie, mas geneticamente diferentes),
aloplasticos (materiais sintéticos produzidos em laboratorio) e xendgenos (obtido de
espécies diferentes, como de origem bovina) sdo as principais categorias de
materiais que atualmente sao utilizados para a substituicdo do defeito 6sseo. Os
materiais autdgenos sao obtidos principalmente do osso do hospedeiro por colheita
direta (24). Os enxertos autdogenos tém alguns atributos atraentes como: n&o ter
problemas potenciais com o sistema imunolégico; apresentar propriedades fisico-
quimicas semelhantes aos o0ssos naturais; e possuirem propriedades osteogénicas

resultando em uma criagdo muito mais facil de novos ossos na regido do enxerto
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(24). No entanto, apenas alguns locais do corpo podem ser usados para o enxerto
autégeno e, portanto, a limitagdo extrema desses enxertos €& a principal
desvantagem desse método. A forma natural dos ossos do doador também pode
restringir suas aplicagdes. Além disso, existe o risco de infecgdo no local onde o
osso é removido. O requisito de duas operagdes cirurgicas tem seus proprios riscos
como dor crbnica, risco de contaminagéo, perda de sangue, lesdo nervosa e arterial
além de fraturas (25-27).

As limitagdes dos substitutos Osseos naturais alimentaram a busca de
biocompadsitos sintéticos alternativos e novos materiais ortobioldgicos, para auxiliar
na gestdo de defeitos 6sseos. As ligas metalicas (por exemplo, titanio, aluminio),
polimeros (por exemplo, poli glicélico, poli latico), biopolimeros (por exemplo, fibroina
de seda), hidroxiapatita e ceramicas a base de fosfato sdo exemplos dos materiais
sintéticos disponiveis que podem ser utilizados em biocompositos (28,29). As ligas
metalicas, como o aco inoxidavel e o titanio, podem fornecer propriedades de
suporte satisfatérias e sdo amplamente utilizadas na cirurgia de fratura devido a
facilidade de manuseio, custo relativamente baixo e alta disponibilidade. No entanto,
problemas relacionados a alergias, infecgdes, reagdes tdxicas e protegdes contra
estresse devido as diferengas entre implante e osso sdo grandes inconvenientes.
Além disso, a falta de osteoconducédo, osteoinducdo e compatibilidade com outros
0ss0s sao alguns dos principais problemas em suas aplicagées (30).

Alguns enxertos a base de polimeros podem degradar e afetar a area do
implante e consequentemente, pode ocorrer uma lise celular indesejavel. Para
resolver este problema e reforgar o material do implante, os enxertos com base em
polimeros sdo normalmente incorporados com outros materiais, como a
hidroxiapatita e o fosfato tricalcico que neutralizam as condi¢gbes acidas do ambiente
devido as suas propriedades basicas (2,31). Os compostos de fosfato de calcio s&o
osteocondutores e biocompativeis e podem ser usados sozinhos. Os enxertos que
imitam as propriedades e a estrutura do osso natural sdo a melhor substituicao para
os tecidos defeituosos (32—-34). Foi confirmado que a estrutura nano dos fosfatos de
calcio sédo cruciais para suas propriedades osteoindutivas (31). Os substitutos
0sseos sintetizados ndo tém o risco de transmitir doencgas, séo faceis de esterilizar e
baratos em comparagdo com outras fontes naturais e de liga e possuem

propriedades mecanicas ajustaveis e excelentes propriedades de crescimento (2).
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2.2 Bioceramicas

Ha muitos milénios, a descoberta do fogo transformaria irreversivelmente a
argila em ceramica, e traria a sociedade agraria, enormes melhorias na qualidade, e
expectativa de vida. Outra revolugao ocorreu no uso da ceramica nas ultimas quatro
décadas, também no sentido de melhorar a qualidade de vida da populacdo. Esta
revolugdo é o uso inovador de ceramicas, especialmente projetadas para reparar,
reconstruir e substituir partes do corpo doentes ou danificadas. Ceramicas utilizadas
para esse proposito sdo denominadas “bioceramicas”(35). Podemos definir entao
bioceramicas, como materiais ceramicos projetados para atingir um comportamento
fisiolégico especifico, para uso como material de construgdo em préteses ou 6rgaos
internos artificiais (36).

A primeira definicdo de “biomateriais” que especificamente mencionou as
“bioceramicas” foi fornecida pelos Institutos Nacionais de Saude durante uma
conferéncia sobre as aplicagdes clinicas dos biomateriais nos EUA em 1982 (37):
“Um biomaterial € qualquer substancia, além de um farmaco, ou uma combinagao de
substancias, de origem sintética ou natural, que pode ser utilizada por qualquer
periodo de tempo, como um todo ou parte de um sistema que trata, amplia ou
substitui qualquer tecido, 6rgao ou fungao do corpo”.

A utilizagdo de cerdmicas como biomaterias remonta a década de 1890. A
primeira bioceramica amplamente testada foi o emplastro de Paris (CaS04.1/2H20)
(36). Pesquisadores formularam a hipdtese de que, a implantagdo de sais minerais
de calcio e/ou fosfato em um defeito 6sseo, estimularia o reparo 6sseo, pois
forneceriam minerais que poderiam ser incorporados no o0sso durante sua
regeneragao. Em 1892, Dreesman publicou o primeiro relatério do uso do gesso de
Paris para preencher defeitos no osso (38). Devido a propriedades pouco atrativas,
como baixa resisténcia mecanica e completa reabsorg¢ao pelo organismo, resultando
em uma rapida fragmentacdo e degradacéao. Foi praticamente excluida a utilizagéo
do emplastro como bioceramica implantavel (39).

O estudo das bioceramicas pode ser dividido em trés geragdes. Com o inicio
em 1960, a primeira geragao tinha como objetivo estudar e utilizar ceramicas com a
reatividade tdo baixa quanto possivel. Os exemplos mais representativos sao a

alumina (Al2O3) e a zirconica (ZrO2). Elas s&o amplamente utilizadas como
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biomateriais por causa de sua elevada resisténcia mecanica, excelente resisténcia a
corrosao e desgaste, estabilidade, ndo toxicidade e biocompatibilidade in vivo(40).

A segunda geragao iniciou-se nos anos 1980, o objetivo agora era obter interagoes
favoraveis com o tecido vivo. Composicdes especificas de fosfatos ou sulfatos de
calcio, vidro bioativos, e vitro-cerdmicas s&o exemplos de bioceramicas da segunda
geracéo, utilizados clinicamente para preenchimento de tecido ésseo, cimento 6sseo
e revestimento de implantes metalicos. Na ultima década, foram necessarias
bioceramicas com propriedades mais exigentes. Os estudos da terceira geragao sao
baseados mais em biologia e seguem o proposito de substituir os tecidos de
‘reposicdo” por tecidos “regeneradores”. Esta categoria inclui bioceramicas
baseadas em ceramicas porosas de segunda geragao, carreadoras de substancias
biologicamente ativas, além de materiais baseados em silicas mesoporosas, vidros
mesoporosos ordenados ou hibridos orgéanico-inorgénicos (40).

Com o aumento no numero de materiais ceramicos utilizados como
biomateriais e os diversos aspectos envolvidos na interacdo com os tecidos vivos,
tem-se procurado classifica-los em diversos grupos. Assim, em termos gerais, as
bioceramicas podem ser classificadas em bioinertes e bioativas (39,41,42).
Podemos classificar uma bioceradmica como bioinerte quando ela apresenta uma
resposta interfacial minima que nao resulta na ligagdo ou na rejeicdo do tecido
hospedeiro, formando uma capsula fibrosa ao redor do material (39). Como
exemplos, podemos citar a alumina, zircénia e a titania (41,42). Por outro lado, uma
bioceramica bioativa € definida como aquela que induz uma atividade biologica
especifica. Como exemplos destas Ultimas destacam-se a hidroxiapatita
[Ca10(PO4)s(OH)2], o fosfato tricalcico [Ca3(PO4)2] e os biovidros. Outra classificacao
corrente € a estabelecida por Larry Hench (35,43) na qual as ceramicas sé&o
agrupadas em 4 classes, de acordo com a resposta desenvolvida na interface tecido
vivo/implante, conforme apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1 - Classificagdo das bioceramicas (35,43).

Tipo de < .
. o Interag6es com os tecidos Exemplos
bioceramica
Inertes N&o ha interagbes quimicas e nem bioldgicas Alumina
Ocorre o crescimento interno dos tecidos através . o
Porosas Aluminatos e hidroxiapatita porosos
dos poros
Bioativas Ocorre uma forte ligagéo na interface 0sso- Biovidros, hidroxiapatita e vitro-
implante ceramicas

As ceramicas sdo degradadas e substituidas

pelos tecidos Gesso e fosfato tricalcico

Reabsorviveis

Fonte:, HENCH (1998, 1706p.)(35), HENCH (1991, 1488p.)(43).

2.2.1 Fosfatos de Calcio

As ceramicas de fosfato de calcio tém merecido lugar de destaque entre as
denomindas bioceréamicas (39). Elas sdo uma familia de minerais extensivamente
utilizada no campo de regeneragao 6ssea, tanto em ortopedia quanto odontologia
(1).

A aplicacao dos fosfatos de calcio para reparagao e reconstrucao de tecidos
0sseos tem sido motivada pela sua similaridade quimica com o componente mineral
dos ossos e dentes (44), o que ajuda a entender a sua biocompatibilidade. Alguns
fosfatos de calcio podem até ser integrados ao organismo vivo, seguindo um
processo muito semelhante a remodelacdo 6ssea viva; esse processo € chamado
osteointegragao. Além disso, eles fornecem uma superficie adequada para orientar a
remodelacdo 6ssea e direcionar o crescimento dsseo por um processo chamado
osteoconducao (45). Finalmente, existe ainda a possibilidade de produzir fosfatos de
calcio osteoindutivos por meio de substituicbes especificas, como por silicio. A
osteoindugcdo é a propriedade exibida pelos materiais que estimula as células
mesenquimais (MSCs) ao longo da via osteoblastica e conduz estas células a
formagdo de novos ossos (46). Devido a essas propriedades, as bioceramicas de
fosfato de calcio entraram no campo de medicina regenerativa e em estratégias na
engenharia de tecidos (47). A Tabela 2, lista algumas propriedades necessarias para

o funcionamento correto dessas bioceramicas em aplicagées medicas (1).
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Tabela 2 - Propriedades requeridas aos fosfatos de calcio para aplicagbes médicas(1).

Propriedade

Definigao/Fungao

Bioatividade

A capacidade inerente de um material para participar de reacdes biolégicas
especificas ou ter um efeito sobre os tecidos vivos

Biocompatibilidade

A capacidade de um material em executar uma resposta apropriada como
hospedeiro em uma aplicacédo especifica

Fixac&o bioativa

As superficies reativas formam a ligagdo quimica com 0 0ss0, minimizando assim a
formagéo de capsulas fibrosas

Bioestabilidade

A capacidade de um material em manter suas propriedades in vivo

Cristalinidade

Um maior nivel de cristalinidade impede a reabsorcao rapida (dissolugao) das
bioceramicas nos fluidos corporais

Estabilidade interfacial e

Evitar falhas mecanicas sob condi¢des de suporte de carga

boa adeséo
. x Ancoragem direta de um implante pela formagéo de tecido 6sseo a sua volta sem
Osteintegragéo . o . .
crescimento de tecido fibroso na interface osso/implante
Osteocondugéo Capacidade de fornecer “molde” (scaffold) para a formagédo de novos 0ssos

Osteoindugao

O processo pelo qual a osteogénese é induzida. Esse termo significa que as células
primitivas, indiferenciadas e pluripotentes s&o de alguma forma estimuladas a
desenvolver-se na linhagem celular formadora de ossos

Degradacéo gradual ao longo do tempo que substitui o biomaterial pelo tecido

Reabsorgao hospedeiro natural

Capa(ildgdes Sistemas controlados de liberagdo de farmacos e fatores de crescimento in situ
terapéuticas

Molhabilidade A propriedade que indica a capacidade de um material em atrair/repelir moléculas de

agua

Fonte: ELIAZ , METOKI (2017, p.14) (1).

A partir de suas estruturas quimicas, os fosfatos de calcio podem ser

classificados em relagéo aos seus anions fosfatos em: orto (PO43"), meta (PO3"), piro

(P207%7), e poli (PO3)n"". Em biomedicina, a maioria dos fosfatos de célcio utilizados

sao do tipo orto. Por definigcao, os ortofosfatos de calcio sao formados principalmente

por trés elementos principais: calcio (no estado de oxidagao +2), fésforo (no estado

de oxidagcédo +5) e oxigénio (no estado de reducgdo -2). Aléem disso, a composi¢céo

quimica de muitos ortofosfatos de calcio podem incluir hidrogénio, como parte de um
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anion acido ortofosfato (por exemplo, HPO4% ou H2PO4°), hidroxido (por exemplo, na
HA, Ca10(PO4)s(OH)2) e/ou agua incorporada (por exemplo, CaHPO4. 2H20) (44,47).
O arranjo atébmico dos ortofosfatos de calcio pode ser descrito como uma rede de
unidades tetraédricas de PO4, que dao estabilidade a toda a estrutura. A maioria
deles € moderadamente soluvel em agua e insoluvel em solugdes alcalinas, mas
todos eles sao facilmente soluveis em acidos (44). Quanto menor a relagdo molar
Ca/P, mais acido e soluvel em agua é o ortofosfato de calcio. Sendo assim a
solubilidade varia de valores elevados para compostos acidos, como o fosfato
monocalcico monohidratado (MCPM), para valores muito baixos para compostos
basicos, como a hidroxiapatita. Em biomedicina, ndo se faz uso dos ortofosfatos de
célcio muito acidos e soluveis (47).

A estrutura cristalina e a quimica dos ortofosfatos de calcio permitem
diferentes substituicdes tanto em posi¢cdes anibnicas como em catidnicas. Como
exemplo representativo, a Figura 2 ilustra a estrutura cristalina da HA e algumas
possiveis substituicdes idnicas. Por exemplo, os ions Ca?* podem ser facilmente
substituidos por cations de Sr?*, Ba?*, Mg?*, K*, Na*, Fe?* e assim por diante. Além
disso, os anions de fosfato podem ser parcialmente substituidos por grupos
carbonato (CO3%), silicato (SiO4*), e assim por diante. No caso da HA, os grupos OH
podem ser substituidos com bastante freqiiéncia por F-, Cl-, CO3%, O%, e assim por
diante. Finalmente, é importante salientar que as substituicbes estdo intimamente
ligadas a muitos fosfatos de calcio ndo estequiométricos. Muitas vezes, as posigcdes
da rede cristalina ndo estdo totalmente ocupadas, deixando vacancias nessas
posicdes e resultando na formagao de compostos nao-estequiométricos, como as
hidroxiapatitas deficientes de calcio (CDHA). Nestes compostos, o desequilibrio
idnico ¢ equilibrado com a substituicdo de grupos PO4* por HPO4% ou CO3%, ou por
geracdo de vacancias adicionais na posicdo dos grupos hidroxila (OH). Esses
defeitos muitas vezes levam a materiais com respostas biolégicas aprimoradas, com

base na maior reatividade derivada da presencga de defeitos nos soélidos (47).
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Hidroxiapatita L Hidroxiapatita
estequiométrica Substituicdo  gypstiuida

100 ca2* Sr2*, Ba2*, Mg?*, K,

Na*, Fe3* O

6 PO, HPO,2-, COz2", SiO %
2 @ OH- IE> F-, CI-, COg2, 02,0

Ca(PO4)s(OH), Cay0.x(PO4)6.y(OH)2.,

Figura 2 - Estrutura cristalina da hidroxiapatita e algumas das substituigdes ibnicas mais comuns que
ocorrem na cela unitéria.
Fonte: ARCOS (2014, p.27) (47)

Existem muitos fosfatos de calcio mas apenas alguns sdo usados em

biomedicina. A Tabela 3 lista os principais ortofosfatos de calcio, classificados a
partir de suas razdes Ca/P (1).



Tabela 3 - Ortofosfatos de calcio ordenados por sua razdo Ca/P (1).
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Razédo molar Nome Férmula Quimica Faixa de pH (estabilidade) Densidade
Ca/P em solugéo aquosa a 25°C (g/lem?)
Fosfato monocalcico
0,5 monohidratado Ca(H2P04).2H,0 0,0-2,0 2,22
(MCPM)
Fostato monocélcico Estavel a temperaturas acima
05 anidro (MCPA) Ca(HPO.), de 100°C 2,58
Fosfato dicélcico
1,0 anidro (monetita, CaHPO, 2,0-5,5 (>80°C) 2,93
DCPA)
Fosfato de calcio
1,0 dibasico dihidratado CaHPO4.2H,0 2,0-6,0 2,32
(DCPD)
1,33 Fosfato octacalcico Cas(HPO)(POs)s-5H:0 5,5.7,0 267
(OCP)
a-Fosfato tricalcico .
1,5 (a-TCP) a-Ca3(POq)2 2,81
B-Fosfato tricalcico _ ;
1,5 (8-TCP) B-Cas(POs)2 3,06
1922 Fosfato de célcio CaxHy(PO4)'nH:0, 5122
- amorfo (ACP) n = 3-4.5, 15%-20% H20
Hidroxiapatita Cato-x(HPO4)x(POs)s-x(OH)2—x
1,5-1,67 deficiente em célcio (0<x<2)3 6,5-9,5
(CDHA)
1,67 Hidroxiapatita (HA) Caio(PO4)s(OH)2 9,5-12,0 3,15
20 Fosfato tetracalcico Cay(PO.),0 ; 3.06

(TTCP)

'Estes compostos ndo podem ser precipitados a partir de solugbes aquosas;

2Sempre metaestavel. A composigdo do precipitado depende da composigdo e do pH da

solugdo de eletrolito; No caso de x = 1 (a condigdo de limite para Ca/P = 1,5), a formula
quimica é a seguinte: Cag(HPO4)(PO.)s(OH). Fonte: ELIAZ, METOKI (2017, p. 17) (1).

Os ortofosfatos de calcio com uma relacdo Ca/P abaixo de 1 sdo muito acidos

e soluveis para serem implantados. A HA e o B-TCP estao entre os mais utilizados

em biomedicina, enquanto outros fosfatos de calcio podem ser parte de misturas
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bifasicas (a-TCP) ou como componentes de cimentos 0sseos como o fosfato
dicalcico anidro (DCPA) ou ofosfato de tetracalcio (TTCP) (47).

2.2.1.2 Hidroxiapatita

A Hidroxiapatita (HA ou HAp, Cas(POa4)3(OH), mas geralmente escrito como
Ca10(PO4)s(OH)2 para indicar que a cela unitaria do cristal compreende duas
moléculas (44)) tem a composic¢ao tedrica de 39,68%(m) Ca, 18,45% (m) P e uma
razdo em massa de Ca/P de 2,15 (correspondente a razado atébmica de Ca/P de
1,67). A HA é mais estavel do que outros fosfatos de calcio em uma faixa de pH de
4,2-8,0 e é o principal componente mineral dos ossos e dentes (48). HA constitui
cerca de 70% dos minerais 6sseos; outros componentes 0sseos incluem ions, tais
como carbonato (CO3%), hidrogenofosfato (HPO4?-), sodio (Na*), potassio (K*),
fluoreto de magnésio (MgF?*) e cloreto (Cl) (49). As semelhangas quimicas e de
composi¢ao da hidroxiapatita em relacdo aos componentes inorganicos dos 0ssos a
tornam um biomaterial adequado para o substituto ésseo e também muitas outras
aplicagcbées biomédicas (2). A HA derivada tanto de fontes naturais como de fontes
sintéticas € considerada bioativa, uma vez que forma uma forte ligagdo quimica com
o tecido 6sseo do hospedeiro e, portanto, € reconhecida como um bom material de
enxerto 6sseo. A HA ndo € apenas bioativa, mas também osteocondutora, nao
toxica e n&o imunogénica (1).

A HA quimicamente pura cristaliza-se sob uma forma monoclinica com grupo
espacial P21/b, e com parametros de rede a= 9,422 A, b=2a, c=6,881A e y= 120°
(50). Entretanto, a temperaturas acima de 250°C ha uma transicdo da fase
monoclinica para a hexagonal. Nesse caso, a estrutura da HA pode ser descrita
como uma célula unitaria hexagonal com grupo espacial Ps3s/m e os parametros da
rede a = 9,432 A e c = 6,881 A (51,52). Nessa estrutura, os 10 ions calcio da cela
unitaria podem ocupar dois sitios distintos, nomeados de | e Il. Quatro no sitio |
tetraédricos, e seis no sitio |l octaédricos. Os ions calcio do sitio | situam-se ao longo
de colunas paralelas ao eixo c, e estdo coordenados a seis atomos de oxigénio
pertencentes a diferentes tetraedros de POs4, e também a trés outros atomos de

oxigénio relativamente distantes. Ja os ions célcio do sitio Il, situam-se em tridngulos
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equilateros perpendiculares ao eixo ¢ e estdo associados a dois grupos hidroxila
(47,53).

Os tetraedros dos grupos PO4 estdo arranjados de tal forma que possibilitam
a formacao de dois tipos de canais perpendiculares ao plano basal. O primeiro canal
com didmetro de 2A é paralelo aos eixos ternarios e sdo ocupados por atomos de
Ca(l). Em cada cela unitaria, encontram-se 2 canais ocupados por ions Ca(l) que
estdo localizados em z = 0 e z = /2 do parametro de rede cristalina. O segundo canal
que tem didmetro de 3,0 a 3,5 A, é constituido por ions Ca(ll) e est&o localizados em
z = "Y1 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
posicdes estatisticamente possiveis. Deformacbes na rede causadas pelo
deslocamento das hidroxilas tornam a estrutura monoclinica, um arranjo mais
fechado, com grupo espacial P21/b (53). A estrutura atdbmica da hidroxiapatita
projetada no eixo x,y € ilustrada na Figura 3.

Figura 3 - Estrutura da hidroxipatita projetada no plano x, y.
Fonte: KAY, YOUNG, POSNER (1964, p.1050) (54).
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As primeiras aplicagbes da hidroxiapatita como biomaterial que se tem
conhecimento ocorreram por volta de 1970. Em 1978, Hubbard et. al sintetizaram
uma mistura de HA com B-TCP para uso como enxerto ésseo (55). Em 1980-1990, o
interesse em HA como material de enxerto 6sseo aumentou e suas aplicacdes se
voltaram para a cura de fraturas, defeitos désseos, substituicdo de articulagbes e
cirurgia oral e maxilofacial (3). Ao longo dos anos, o conceito de substitutos 6sseos
mudou da restauragéo do defeito 6sseo para a regeneracao e funcionalidade dssea.
Portanto, a aplicacdo de varios polimeros em diferentes materiais de fosfato de
calcio tem sido amplamente investigada para atingir esse objetivo. A hidroxiapatita
também foi investigada para aplicagdes nao-biomédicas, como material de
revestimento para colunas de cromatografia (uma vez que absorve proteinas e acido
nucléicos), biocatalisador e sensor de gas e poluicdo (56). A HA absorve materiais
que possuem proteinas como virus, portanto, filtros revestidos de HA foram
produzidos para a remogao de virus e odores em mascaras antivirais (25). Em
muitas aplicag¢des, forma, tamanho, pureza e homogeneidade da hidroxiapatita sao
caracteristicas muito importantes para a sua funcionalidade. Na engenharia de
tecidos, a HA de tamanho nanométrico € importante, uma vez que proporciona uma
biocompatibilidade adequada e integracdo com o osso, que tem cristais de HA em
escala nano (31).

Pureza, morfologia, estequiometria e microestrutura da HA sao fatores criticos
que afetam sua toxicidade celular, propriedades mecanicas, osteocondutividade
biocompatibilidade e bioatividade. Portanto, quando a HA é utilizada para a
aplicagdo biomédica, as propriedades fisicas e quimicas do material sdo muito
importantes. Existem varios métodos que foram desenvolvidos ao longo dos anos
para sintetizar hidroxiapatita, tais como método de via umida, método via seca,
método hidrotermal e métodos combinados. No entanto, os métodos de sintese da
HA podem ser categorizados como reagdes de estado sélido e reagdes de via umida
(2).

Diversos métodos de sintese utilizam reacdes de via umida incluindo, método
hidrotermal (57,58), precipitagdo (59,60), sintese sol-gel (61-63), emulséo e
macroemulsdo (64—66). Entre eles, os mais comuns sdo os métodos hidrotérmicos,
de precipitagcédo e sol-gel. Em comparag¢ao aos métodos via seca, os métodos de via

umida oferecem um melhor controle sobre o crescimento e morfologia dos cristais de
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hidroxiapatita (53). Além disso, s&o geralmente simples e faceis; no entanto a
principal desvantagem pode ser a incorporagao de diferentes ions, provenientes da
agua, no produto final da sintese, levando a formacgéo de fases impuras diferentes
da HA. O uso de diferentes aditivos, precursores e modificadores pode ser usado
para produzir cristais com diversas formas, tamanhos e funcionalidades (2).

O método sol-gel tem sido utilizado ha mais de um século para a produgao de
ceramicas. Entre suas vantagens esta a eliminagdo da necessidade de se utilizar
valores elevados de pH ou alta temperaturas, além de produzir produtos de alta
pureza e homogéneos (23). Nesse processo, 0s precursores sao misturados em
nivel molecular, o que melhora a homogeneidade do produto final. E possivel obter
particulas nano-cristalinas com diferentes formas apenas mudando a quimica ou as
condi¢gdes do processo (23). No entanto, o alto custo da produgcdo é um
inconveniente deste meétodo (67). A Tabela 4 descreve as vantagens e
desvantagens do método de estado solido em comparag&o aos principais métodos

de via umida.
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Tabela 4 - Vantagem e desvantagem de diferentes métodos de produgao de HA (2).

Método Vantagens Desvantagens

-Produgéo em massa; -Heterogeneidade em sua composicdo de fase,
Estado -P6 de HA com estrutra estequiométrica,  devido aos pequenos coeficientes de difusdo dos
solido grande area de superfie ions dentro da fase solida;

€ pequenos tamanhos de clusters.

-Tempo e temperatura de sinterizacdo elevados.

-HA pobremente cristalizada, sem qualquer forma

-Simples; ~ o A
. . _ regular e sem relacao estequiométrica;
-Baixa temperatura de sintese; i
e : -Alto pH;
Precipitagdo -Particulas de Nano HA; e
e ~ -Alta temperatura de sinterizagao;
-Possibilidade de producdo em grande . L
escala -Sensivel ao pH, taxa de agitacdo e temperatura

de secagem.

-Mistura de reagentes a nivel molecular,
melhorando a homogeneidade quimica do
pé resultante;

-Baixa temperatura e presséo de sintese;

-Geracdo de fase secundaria;
-Alto custo de alguns dos reagentes de partida,

Sol-gel . . . L
9 -Facil de executar; especialmente precursores a base de alcoxido,
-HA com razéo estequiométrica; -Dificil de hidrolisar o fosfato.
-Particulas de Nano HA;
-Pureza de fase.
-HA relativamente estequiométrica e
altamente cristalina;
-Terceiro método mais popular ap6s os x , )
) C o -Temperatura e pressao elevadas de sintese;
. métodos convencionais de precipitacdo e . .
Hidrotermal -Precisam de equipamentos caros;

combinagéo;

-Capacidade de induzir crescimento 1D;
-P4 homogéneo;

-Particula de nano HA.

-Aglomeracéo do produto.

Fonte: SHAVANDI, BEKHIT, SUN, ALI (2015, p. 109) (2).

2.2.1.3 Fostatos de calcio porosos

Os fosfatos de calcio vém sendo extensivamente utilizados clinicamente como
substitutos 6sseos, em odontologia e em engenharia de tecidos 6sseos, mas nos
anos recentes foi adicionada uma nova dimensao a essas aplicagdes, 0 uso desses
materiais como liberadores controlados de farmacos (17).

Em sistemas de liberagdo controlada de farmacos, se reconhece que uma
liberagao lenta, local e continua de medicamentos seria uma vantagem decisiva para
o tratamento de muitas doencas. Um dos candidatos potenciais para os sistemas de
liberagdo controlada de farmacos s&o os fosfatos de calcio (HA e B-TCP) porosos.

Os fosfatos de calcio porosos exibem forte ligagdo ao 0sso, pois 0s poros
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proporcionam uma interligagdo mecénica que conduz a uma maior fixacdo do
material, permitindo boa adesao celular. O tecido do osso cresce no interior dos
poros, aumentando a integragcdo do implante (18). Além de uma melhor fixagdo do
material nos ossos, 0os poros tém a capacidade de incorporar um farmaco
fisicamente ou quimicamente, reter o farmaco até o local do alvo especifico, e ser
gradualmente disponibilizados, liberando um agente terapéutico in situ de um modo
controlado ao longo do tempo (17). Como exemplo de agentes terapéuticos usados
para tratamentos de doencas e desordens 6sseas, tem-se (68):

-Os fatores de crescimento- aprimoram a diferenciagdo osteogénica,
acelerando o processo de cura. Exemplo: proteinas morfogenéticas 6sseas (BMP)

-Antibidticos - previnem infeccdes 6sseas. Exemplo: Gentamicina

-Farmacos antiosteoporéticos - normalmente inibem a reabsor¢cao dos
osteoclastos (células responsaveis por degradarem os o0ssos). Exemplo:
Bisfosfonatos.

-Farmacos quimioterapéuticos - tratamento de osteossarcomas. Exemplos:
Cisplatina e metotrexato.

O fluxo de uma substancia, através de uma camada porosa esta conectado a
dois parametros principais: sua solubilidade nos fluidos corporais e as possiveis
ligagdes fisicas ou quimicas formadas por suas moléculas com as paredes dos
poros do dispositivo de liberagdo (69). Os sistemas de liberagdo de farmacos em
exertos 6sseos, também foram desenvolvidos usando cerdmicas porosas de fosfato
de calcio ligadas com farmacos através de matrizes poliméricas biodegradaveis (18).
A utilizagdo de polimeros biodegradaveis tem como objetivo a obtencdo de um
dispositivo de liberagdo controlada. Muitos tipos de polimeros biodegradaveis séo
utilizados para este fim, incluindo gelatina, albumina e poli (acido latico-co-acido
glicdlico) (18,70).

Existem diversos métodos de preparagao de hidroxiapatitas porosas, dentre
0s quais pode-se citar o método da esponja polimérica (71,72) e a técnica de
formacgao de espuma ceramica (73,74). Dentro desses métodos destaca-se o uso de
técnicas como as de molde de sacrificio. As bioceramicas sao preparadas em cima
desses materiais que servem como molde e depois estes materiais sdo retirados
para a obtecao dos poros. Diversos materiais podem ser utilizados para moldes de

sacrificio como poliestireno, quitosana com acido poliacrilico e esferas de silica. A
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Figura 4 ilustra um esquema de preparagao de hidroxiapatita porosa utilizando um
molde de sacrificio de esferas de silica. O grande interesse nesse material € a
facilidade de sintese e a possibilidade de se obter esferas numa extensa faixa de
tamanhos, tanto nanomeétricos como micrométricos (75), possibilitando a obtencao

de materiais com poros de diferentes tamanhos.

Molde de esferas de silica

Molde de silica/HA

Esferas de silica
Infiltracdo do gel precursor de Tratamento térmico
HA e remocao da silica

Molde poraso de hidroxiapatita

Figura 4 - Esquema de preparagao da hidroxiapatita porosa utilizando um molde empacotado de
esferas de silica.
Fonte: Autor.

2.3 Modificacio com polimero - Pluronics®

Polimeros biodegradaveis sao frequentemente utilizados com os fosfatos de
calcio para criar biocompdsitos ceramica-polimero e melhorar as propriedades
mecanicas das ceramicas. O recobrimento de moldes porosos (scaffolds) de
hidroxiapatita com polimeros é frequentemente aplicado para melhorar a fragilidade
e a forga mecanica desses biomateriais (17). Em sistemas de liberagao de farmacos,
o revestimento polimérico pode ser usado como reservatério de medicamentos e
para controlar o comportamento da liberagdo. Escolhendo o polimero correto é
possivel encapsular tanto farmacos hidrofilicos quanto hidrofdbicos, e fazer uso de

suas propriedades especificas para controlar a liberagdo, como por exemplo,
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temperatura para polimero termossensiveis ou pH para pH sensiveis. Os polimeros
mais utilizados para aplicagbes em medicina incluem polietilenoglicol (PEG), poli
(acido latico-co-acido glicélico) (PLGA), poli (acido latico) (PLA), poli (acido
glutdmico) (PGA), policaprolactona (PCL), copolimeros de N-(2-hidroxipropil)
metacrilato (HPMA) e poliaminoacidos (76—78).

Visando a possibilidade de incorporar tanto farmacos hidrofilicos quanto
hidrofébicos existe uma classe de copolimeros anfifilicos triblocos (tipo ABA) sob o
nome comercial de Pluronics® (ou Poloxameros, nome ndo comercial). Eles sdo
sufactantes n&o ibnicos, formados por unidades de Oxido de polietileno PEO
(unidade hidrofilica - A) e oxido de polipropileno PPO (unidade hidrofobica - B)
(19,78), a Figura 5 ilustra a estrutura molecular genérica dos Pluronics®.

CH,
f L Lan onien ] | 1
HO{CHZCH?_OIX FCH,CHO -+~ CH,CH,O{cH
PEO PPO PEO

Figura 5 - Estrutura molecular genérica dos Pluronics®.
Fonte: Autor.

Eles podem ser encontrados em diferentes razées entre seus monémeros
PO/EO, levando a diferentes massas molares e principalmente diferentes balangos
lipofilicos-hidrofilicos (HLB) (19), oferecendo um leque de mais de 50 opg¢des de
copolimeros. A Tabela 5 lista alguns Pluronics® e suas principais propriedades (19).
Os Pluronics® possuem uma nomenclatura especifica introduzida pela BASF, seu
fabricante original. Consistindo. em uma letra que indica o estado fisico do
copolimero, sendo L (para liquido), P (para pastoso) e F (para flocos), e depois o
primeiro ou os dois primeiros numeros indicam a fragao do peso molecular do PPO e
o ultimo numero a fracdo do peso molecular do PEO. Por exemplo, F128 significa
que o copolimero esta na forma de flocos e que possui 12% em peso molecular de
PPO e 80% de PEO, ja para o L64 temos um copolimero na forma liquida com 60%
de PPO e 40% de PEO (79).
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Tabela 5 - Pluronics® e suas propriedades (79).

Razao em massa .
Razao em massa de

Pluronic® Massa Molar PPge(%) PEO (%) HLB  Ponto de fusdo (°C)
L64 2900 26,4 30 12-18 16
F68 8400 152,7 29 >24 52
F108 14600 265,5 50,3 >24 57
P105 6500 73,9 56 12-18 35
L121 4400 10 63,8 1-7 20
P123 5750 39,2 69,4 7-12 3
F127 12600 200,5 65,2 18-13 56

Fonte: ALEXANDRIDIS; HATTON (1994, p.4) (79).

Os copolimeros triblocos de PEO-PPO-PEO sao sintetizados pela adigao
sequencial de 6xido de propileno (PO) e de éxido de etileno (EO) a um propileno
glicol de baixo peso molecular soluvel em agua. Os passos de oxialquilagdo séo
realizados na presenga de um catalisador alcalino, geralmente hidroxido de sodio ou
potassio. O catalisador € entdo neutralizado e removido do produto final (80). As
equacodes que representam as duas etapas na sintese dos copolimeros PEO-PPO-

PEO sao ilustradas na Figura 6.

Adic&o de PO para formar o bloco intermediario PPO

HO—CH—CH, * (m-1)HiC—HC—CH .~ HO ?H—CHQ—O}H
/
CH; OH 0 CH, m

Adicdo de EO para formar o bloco lateral PEO
HO{ﬁ?H—CHz—O}H @b Sl — HO~|ECH2—CH2—OE|—|ZHC—CHQ—OEI—ECHQ_CHQ—OEI—H
CH, L O n (|3H3 m m

Figura 6 - Equacgdes que representam a sintese dos copolimeros PEO-PPO-PEO.
Fonte: ALEXANDRIDIS; HATTON (1994, p.2) (79).
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Em aplicagdes biologicas os Pluronics® se destacam por serem
termossensiveis, apresentarem boa compatibilidade celular e ndo causarem irritagcao
apos aplicagao topica ou parenteral. O tempo de circulagédo no sangue e o controle
da liberagcdo do farmaco podem ser controlados escolhendo o copolimero com
arquitetura adequada (20,81,82). Os Pluronics® também tém sido usados para
preparar dispersdes sélidas, esse método é utilizado para aumentar a solubilidade,

taxa de dissolugao e biodisponibilidade de farmacos pouco soluveis (83).

2.4 Bisfosfonatos - Alendronato

O alendronato € um farmaco anteosteoporético amplamente utilizado em
desordens ésseas, incluindo a osteoporose e doenga de Paget (21). Ele faz parte de
um grupo de farmacos sintéticos chamados bisfosfonatos (BP), com estrutura similar
aos pirofosfatos inorganicos (Figura 7). Atualmente € a classe mais importante e
efetiva de farmacos para disturbios dsseos, porque, sendo inibidores potentes da
reabsorcdo Ossea mediada pelos osteoclastos, os bisfosfonatos demonstraram
aumentar a densidade Ossea, diminuir os marcadores da remodelacdo éssea, e

reduzir os riscos de fraturas osteoporoéticas (84,85).

HO OH

Figura 7 - Estrutura do pirofosfato.
Fonte: Autor

A diferenca estrutural entre os pirofosfatos e os bisfosfonatos é a substituicdo
do oxigénio que conecta os dois fosfatos por um atomo de carbono. Devido a sua
estrutura quimica, os bisfosfonatos tém alta afinidade com a hidroxiapatita (86), os
atomos de oxigénio dos grupos fosfatos dos BPs quelam os ions calcio da
hidroxiapatita (87). Como a hidroxiapatita estd presente nos ossos e dentes, ela

representa um alvo ideal para tratar doengas associadas a esses tecidos (21).
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Embora os bisfosfonatos tenham sido utilizados ha mais de 100 anos, apenas
recentemente que eles foram estabelecidos como medicamentos de primeira linha
para doengas 6sseas (88). Os bisfosfonatos foram ,provavelmente, descobertos em
1894 pelo farmacéutico Theodor Salzer, mas foram utilizados apenas nas industrias
téxtil e de 6leo como inibidores de corrosdo e agentes complexantes (89). Entdo, na
década de 1960, Fleisch et al. (90,91) descobriram que o pirofosfato inorganico, que
€ um subproduto em varios processos fisiologicos (por exemplo, a sintese de
aminoacil-tRNA) (92), poderia prevenir a calcificagdo dos ossos por ligacdo a
hidroxiapatita e inibindo a sua dissolugdo. Os autores reconheceram entdo o
potencial desta descoberta em doengas Osseas. Entretanto, enquanto os
pirofosfatos ndo conseguiram influenciar a reabsor¢cdo 6ssea devido a hidrélise
rapida, descobriu-se mais tarde que os bisfosfonatos, que sdo analogos nao
hidrolisaveis do pirofosfato, inibiram a reabsorgcdo oOssea (93) e também
apresentaram eficacia in vivo (94,95). Ao mesmo tempo, Francis et al. (96,97) na
Procter & Gamble também estavam investigando as propriedades dos bisfosfonatos,
e em colaboragdo com Fleisch, trataram uma crianca que sofria de miosite
ossificante progressiva com o bisfosfonato etidronato (97). Depois de alguns meses
de administracdo do etidronato, a maioria dos inchagos de tecido mole recém
formados regrediram dentro de alguns dias sem qualquer evidéncia de calcificagdo
subsequente. Além disso, o progresso da doenga aparentemente foi abrandado ou
até mesmo interrompido (97).

Quimicamente, os bisfosfonatos sdo analogos sintéticos do pirofosfato, um
regulador endégeno de mineralizagdo éssea, que contém uma estrutura principal P-
C-P né&o hidrolisavel com duas cadeias laterais (R1 e R2) (98). Os dois grupos
fosfonatos sdo necessarios para a ligagao ao mineral ésseo, e para o potencial anti-
reabsorgcdo dos BP (99). A afinidade dos bisfosfonatos com o mineral 6sseo pode
ser aumentada, se R1 for um grupo hidroxila (OH), quase todos os bisfosfonatos no
uso clinico atual possuem um grupo hidroxila R1 (87). Coletivamente, os grupos
fosfato e hidroxila criam uma interacdo terciaria e nao binaria entre o bisfosfonato e
a matriz éssea, conferindo aos bisfosfonatos uma boa especificidade com os ossos
(100). Embora os grupos fosfato e a hidroxila sejam essenciais para a afinidade do
bisfosfonato a matriz éssea, a cadeia lateral R2 ligada ao carbono central é o

principal fator na atividade do bisfosfonato para a inibicdo da reabsorcao éssea (84).
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A presenga de um grupo nitrogénio ou amina aumenta a capacidade anti-reabsorgao
do bisfosfonato de 10 para 10.000 em relagcdo aos bifosfonatos que ndo contem

nitrogénio, como o etidronato (Tabela 6) (100).

R1

Figura 8 - Estrutura genérica dos bisfosfonatos.
Fonte: Autor

Tabela 6 - Diferentes bisfosfonatos e suas poténcias relativas a reabsorgcéo 6ssea (21).

Bisfosfonato R1 R2 Potencia
relativa
Etidronato -OH 4-CHs 1
Clodronato -Cl £ Cl 10
Tiludronato -H 10

S
0,

Alendronato  -OH TN NH, 500
Pamidronato  -OH _JL{,,,KWE~4|-|2 100
Ibandronato  -OH | 1000
By N
Risendronato -OH B erﬁ_‘ 2000
N
Zolendronato -OH W fﬁ’“‘} 10000

Fonte: GIGER; CASTAGNER; LEROUX (2013, p.177)(21).

O efeito farmacoldgico dos BP esta relacionado tanto com sua habilidade de
ligar aos minerais 6sseos, quanto com seu efeito bioquimico nas células, inibindo a
acao dos osteoclastos consequentemente a calcificacdo e reabsorcdo Ossea
(21,87,94). Os bisfosfonatos se ligam preferencialmente a superficie do osso em

locais de remodelacéao ativa, e se internalizam nos osteoclastos via endocitose (101)
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(Figura 9-A). Dois mecanismos distintos de agdo podem ocorrer dependendo do tipo
de bisfosfonato. Os bisfosfonatos que ndo contém nitrogénio (etidronato, clodronato
e tiludronato) sdo considerados bisfosfonatos de primeira geragéo. Eles inibem a
reabsor¢cdo O0ssea gerando analogos citotoxicos de ATP que interferem na fungao
mitocondrial e induzem a apoptose dos osteoclastos (102). No entanto, os
bisfosfonatos que contém nitrogénio (pamidronato ou alendronato) s&o mais
potentes do que os bisfosfonatos da primeira geracao, e inibem a reabsorgéo 6ssea
através da via do mevalonato (103-105). A Figura 9-B ilustra 0 mecanismo de

inibicdo via mevalonato (106).

B Pirofosfato de Prenilagio
geramil- | - ———— de
geranila : _proteinas )

FPPS FPPS T :
| HMG-CoA f » | - I = *><* +[ o ]>< *[ Pirofosfato de famesila ] === \
Mevalonico geranila
4 S v
o =}
— - I
[ Agéo dos bisfosfonatos que contém nitrogénio ] v
Collesterol ‘
A
Apoptose
osteoclasto
_____ _’ |
(0 Bisfosfonato que contém nitrogénio
¥ hibigio

Osso

Figura 9 - (a) Endocitose do bisfosfonato pelos osteoclastos a partir da superficie 6ssea, (b)
Mecanismo de agao dos bisfosfonatos contendo nitrogénio, estes inibem seletivamente a farnesil
pirofosfato sintase de (FPPS) nos osteoclastos, o que interrompe a via do mevalonato.
Fonte: MARAKA, KUNNEL (2015, p. 2) (106).

Normalmente os bisfosfonatos como o alendronato sdo administrados por
injecao intravenosa ou por via oral, o que pode causar efeitos colaterais tais como
febre, ulceras na garganta e ulceras no estdmago além de sua biodisponibilidade ser
muito baixa (17). Liberando o alendronato in situ, este ira induzir uma osteogénese
precoce, reduzindo o risco de fratura 6ssea devido a osteoporose e melhorando a
interligacdo mecanica do implante com o tecido 6sseo hospedeiro, além de levar a

uma recuperacao cirurgica mais rapida (17).
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3. OBJETIVOS

O objetivo geral deste trabalho € a preparagdo de um biocompdsito poroso de
hidroxiapatita (scaffold), modificar sua superficie com uma matriz polimérica de PEO-
PPO na qual o farmaco alendronato estara incorporado visando a liberacao
controlada de farmaco, para o uso como substituto 6sseo para pessoas com
osteoporose. A aplicagdo do material seria para a regeneragao de fraturas causadas

devido a osteoporose.
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Capitulo 1

Sintese e caracterizagdo dos biocompositos de
hidroxiapatita porosa modificados com Pluronic®
para a liberacdo de alendronato.
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1. INTRODUCAO - OBJETIVOS

Visando um melhor entendimento, este trabalho foi dividido em dois capitulos.
O primeiro capitulo abordara a sintese e caracterizacdo dos biocompdsitos
preparados. Sendo trés tipos de biocompdsitos diferentes, polimero-alendronato,
hidroxiapatita porosa-alendronato e hidroxiapatita porosa-polimero-alendronato.
Todos os biomateriais foram caracterizados por difratometria de raios X,
espectroscopia na regidao do infravermelho, microscopia eletrénica de varredura,
calorimetria exploratéria diferencial além de realizadas suas curvas de liberacédo de
alendronato.

Os objetivos especificos desse capitulo séo:
- Preparar as matrizes de PEO-PPO com o farmaco alendronato incorporado,
utilizando o método da dispersao sélida;
- Sintetizar esferas de silica utilizando o método de Stéber (75) e preparar o molde
empacotado;
- Sintetizar o precursor de HA utilizando o método sol-gel;
- Preparar os fosfatos de calcio porosos infiltrando o precursor de HA no molde de
esferas de silica e depois removendo-as;
- Preparar o biocompdésito hidroxiapatita porosa (preparada anteriormente) com
incorporacao do alendronato utlizando uma incubacgao de 24h;
- Preparar o biocompdésito hidroxiapatita porosa com incorporacdo do alendronato
usando a matriz de PEO-PPO (método da dispersao sélida);
- Observar as diferengcas no perfil de liberagdo dos biocompdsito Pluronic®-
alendronato, HA-alendronato e HA-Pluronic®-alendronato.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Liberacao controlada de farmacos

O campo de liberacdo controlada comecgou no inicio da década de 1950 com
o desenvolvimento de sistemas poliméricos que foram capazes de liberar
medicamentos orais de forma customizada (107). Logo apés, a liberagédo controlada
de anti-incrustantes marinhos foi alcangada na década de 1950 (107,108), seguida
da de fertilizantes na década de 1970 (109). A liberagdo dos farmacos carreados
pode ser variada por muitos fatores diferentes, incluindo o ambiente de liberacdo, a
difusdo, o peso molecular e a solubilidade do farmaco, tamanho de poro e
degradacgao dos carreadores poliméricos (107-109).

Os sistemas de liberagdo convencional (por exemplo, comprimidos, capsulas,
etc.) liberam os principos farmacéuticos muito rapidamente uma vez administrados
no corpo, o que resulta em um aumento abrupto na concentragdo de farmaco na
corrente sanguinea, e a redugao rapida dentro de um curto periodo de tempo. Pode
ser necessaria, uma dosagem repetida para manter a concentragdo de farmaco na
faixa efetiva. Essa flutuacdo do nivel de farmaco no plasma, pode ser toxica e/ou
resultar em fraca eficacia de farmaco, como ilustrado na Figura 10. A administragao
frequente da dosagem convencional também pode causar descontentamento aos
pacientes (107). Em contrapartida, os sistemas de liberagdo controlada sao
projetados para melhorar a cinética de liberagcdo do farmaco e, portanto, a eficacia
da terapia medicamentosa; O nivel de farmaco na corrente sanguinea aumenta e,
em seguida, permanece constante no alcance efetivo, entre niveis minimos efetivos
e maximos desejados, de forma sustentada (110) (Figura 10). Em comparagdo com
os sistemas de liberagdo convencional, esses sistemas oferecem muitas vantagens,
incluindo a eficacia maxima de medicamentos, efeitos colaterais minimos e reducéao
da acumulagdo de medicamentos com dosagem crénica e flutuagdo do nivel de

farmaco (107).



57
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Figura 10 - Niveis de farmaco no plasma liberado pelo sistema de liberagéo tradicional, uma
combinagdo de multiplas capsulas orais ou dose de injegao (curva tracejada azul) e sistema de
liberagao controlada (curva continua vermelha).

Fonte: HUYNH; LEE (2015, p.2) (107).

Quando falamos de sistemas poliméricos de liberagao controlada,
varios tipos podem ser destacados:

-Sistemas de liberagao controlada por difusao

A difusdo, a migragdo de uma substancia de uma regido de maior
concentragdo para uma regiao de menor concentragédo, € um fator muito importante
nos sistemas de liberagcdo controlada. Nos sistemas de liberacdo controlada por
difusdo, os farmacos sdo presos e liberados via difusdo através de membranas
poliméricas inertes e insoluveis em agua (sistemas reservatorios) ou matrizes
poliméricas (sistemas monoliticos) (111). Dependendo da estrutura dos sistemas e
dos métodos de encapsulamento do farmaco, os sistemas de liberacdo controlada
por difusdo podem ser divididos em quatro tipos principais: (1) reservatorio de fonte
de farmaco n&o constante, (2) reservatério de fonte de farmaco constante, (3)
solugédo monolitica e (4) dispersdo monolitica (Figura 11) (112,113).
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Figura 11 - Classificagdo de sistemas de liberagao controlada por difusdo de acordo com sua
estrutura fisica e método de encapsulamento dos farmacos.
Fonte: HUYNH, LEE (2015, p. 3) (107)

-Sistemas de liberagao controlada por dissolugao

Nos sistemas de liberacdo controlada por dissolugdo, os farmacos sao
revestidos ou encapsulados dentro de membranas poliméricas que se dissolvem
lentamente (sistemas de reservatorios) ou matrizes (sistemas monoliticos),
respectivamente. Nos sistemas de reservatoérios, os farmacos sao protegidos dentro
de uma membrana polimérica com baixa solubilidade. A liberagao do farmaco ocorre
apés a dissolucdo da membrana polimérica. Nos sistemas monoliticos, os
agregados do farmaco sao distribuidos por toda a matriz polimérica. A dissolugao
dos agregados e a liberagdo do farmaco dissolvido ocorre quando a matriz se
dissolve (Figura 12). Nos sistemas de liberagdo controlada por dissolugdo, a
solubilidade dos carreadores poliméricos € um fator chave no controle da liberagéo

do farmaco (107).
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Figura 12 - Esquema dos sistemas de liberagao controlada por dissolugao.
Fonte: HUYNH, LEE (2015, p. 4) (107)

-Sistemas de liberagao controlada quimicamente (Erosdao e conjugado

polimero-farmaco)

Nos sistemas de liberagcado controlados quimicamente, a liberagao do farmaco
pode ser adaptada alterando a estrutura quimica do polimero (como degradacao,
transferéncia de grupo, etc.) (114-116). Esse sistema pode ser divididos em dois
tipos: sistemas controlados pela eroséo e sistemas controlados pela conjugagéo
polimero-farmaco. Nos sistemas controlados pela erosdo, os farmacos séao
encapsulados em matrizes poliméricas erodiveis por dispersao e/ou interacdes
moleculares (hidrofébicas, ionicas, etc.) e podem ser liberados apds a degradagao
das matrizes e dissolugdo e difusdo das moléculas de farmaco (Figura 13). Nesses
sistemas, a difusao e dissolugao dos farmacos, e a erosao de matrizes poliméricas

podem controlar os perfis de liberacao (107).
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Figura 13 - Esquema de um sistema de liberagéo controlada por erosao.
Fonte: HUYNH, LEE (2015, p. 6) (107)

-Sistemas de liberagado controlada por penetragao de agua

Nos sistemas de liberagdo controlada por penetragdo de agua, a liberagao do
farmaco pode ser conseguida através da penetragcdo de agua ou fluidos corporais
nos sistemas. Estes sistemas podem ser divididos em dois tipos, incluindo sistemas
controlados por intumescimento e sistemas controlados osmoticamente. Em
sistemas controlados por intumescimento, os agregados de farmacos sao dispersos
de forma homogénea em uma rede polimérica 3D. Quando esses sistemas estéao
imersos em agua ou fluido corporal, o fluxo de agua na rede polimérica 3D ira
hidratar o sistema. Portanto, a quantidade de solvente aquoso dentro do sistema e o
tamanho da malha da rede polimérica aumentam, resultando na dissolugao e difusao
do farmaco através da rede polimérica hidratada. A propriedade de intumescimento
dos sistemas e as propriedades de dissolucao e difusdo dos farmacos sao fatores-
chave para controlar a liberagéo (110).

Nos sistemas controlados osmoéticamente, a pressdo osmotica causada pela
presengca de um agente osmoético (por exemplo, PEG, PVA) dentro de um
reservatorio de membrana semipermeavel, que € permeavel a agua, mas nao aos

solutos (farmacos encapsulados), regula a liberagao de farmaco (110).
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2.1.1 Modelos de cinética de liberagao

Tém sido desenvolvidos muitos modelos matematicos com o objetivo de
descrever a cinética de liberagao de farmacos. No entanto, os mais frequentemente
usados sdo os de Higuchi (117) e Peppas (118).

O modelo de Higuchi normalmente € usado para descrever matrizes em que a
liberagdo € governada pelo processo de difusdo. Ele € um modelo aproximado e
fundamentado na lei de Fick. Neste, a liberagdo do farmaco ocorre em camadas.
Apdés a camada da superficie ser toda liberada, inicia-se a difusdo da camada
seguinte (119). A equacao de Higuchi (1) é dada:

Q; = [2DSe(A — 0,55¢)]%° x tO5 = ky/t (1)

Onde: Qt é a quantidade da substancia liberada no tempo t, D é o coeficiente
de difusédo, S é a solubilidade do farmaco no meio de difuséo, € € a porosidade, A é
o conteudo do farmaco por centimetro cubico da matriz e Kn € a constante de
liberagao para o modelo de Higuchi (119). Assim, se a cinética de liberagdo segue o
modelo de Higuchi, uma reta é esperada ao plotar o grafico de Qt versus t2(120).

Korsmeyer et. al. (121) desenvolveram um modelo simples e semi-empirico

que relaciona exponencialmente a liberagdo do farmaco com o tempo (Equacgéo 2):
My

e = kt" (2)

Onde Mt e M» denotam a massa cumulativa de farmaco liberada no tempo t e

em tempo infinito, respectivamente, k € a constante de proporcionalidade e n é o
indice de liberagado, indicativo do mecanismo de liberagdo de farmaco (119).
Peppas(118) usa o valor de n para caracterizar os diferentes mecanismos de
liberacdo. Se n = 0,5 indica que 0 mecanismo principal da liberagdo € a difusdo do
tipo Fickiana. No entanto, se n = 1, a equacdo corresponde a uma cinética de
liberagdo de ordem zero (difusdo nao Fickiana denominada transporte caso II).
Quando os valores de n estdo entre 0,5 e 1 a difusdo é uma combinacédo do tipo
Fickiana e transporte caso Il, chamado de transporte andémalo. Para valores
superiores a 1 teremos um processo de difusdo nao fickiano chamado transporte
super-caso Il (122). Para formas cilindricas e esféricas os valores de n mudam para

0,45 < n < 0,8 e 043 < n <0,85, respectivamente. Na determinacdo deste
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parametro é usada somente a por¢cdo da curva onde a razdao M¢YM- tem valores
menores que 0,6, onde se cumpre a lei de Fick e esta equagao é valida (122—124).
O modelo de Korsmeyer-Peppas € genericamente utilizado para analisar a
liberacdo de formas farmacéuticas poliméricas, quando o mecanismo de liberacéo
nao € bem conhecido ou quando possam estar envolvidos mais do que um tipo de

mecanismos de liberac&o (118,125).
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e materiais

Os solventes empregados neste trabalho foram: etanol (Panreac, absoluto,
grau PA), metanol (Sigma-Aldrich) e agua ultra pura.
Os reagentes utilizados foram todos listados na Tabela 7.

Tabela 7- Reagentes utilizados nos experimentos.

Reagentes Férmula molecular Procedéncia
Tetraetilortosilicato (TEOS) SiCgH2004 Aldrich, 99%
Hidroxido de aménio NH,OH Alfa AESAR, 28-30%
Nitrato de calcio tetrahidratado Ca(NO3)2.4H,0 Alfa AESAR, 99-103%
Trimetilfosfato (CH3)3PO4 Aldrich, 99%
Hidroxido de sddio NaOH Synth, PA
Pluronic® F-68 (C3Hg0.C2H40)x Aldrich, MM 8.400
Pluronic® F-108 (C3HgO.C2H40)x Aldrich, MM 14.600
Pluronic® F-127 (C3HgO.C2H40)« Aldrich, MM 12.600
Alendronato de sddio trihidratado (AL)  CsH1sNNaO1oP2. 3H,0 Galena
Ninidrina CoHO4
Bicarbonato de sodio NaHCO; Mallinkrodt, PA

Fonte: Autor.

3.2 Preparacao da matriz polimérica com incorporacao de
alendronato

Para a preparacdo da matriz polimérica com alendronado foi utilizado o
método de dispersao solida (83). Normalmente esta técnica é utilizada para
aumentar a solubilidade, taxa de dissolugao e bioavaliabilidade de farmacos pouco
soluveis. Neste trabalho, esta técnica foi utilizada como uma estratégia para

modificar a superficie da hidroxiapatita com Pluronic® e subsequente incorporagéo
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do alendronato. As Tabelas 8 e 9 descrevem as caracteristicas dos Pluronics®

utilizados e das amostras preparadas respectivamente.

Tabela 8 - Caracteristicas dos Pluronics® utilizados no experimento.

Massa Razdo em massa Razao em massa Balanco livofilico/hidrofilico
Pluronic® Molar de de ¢ p(HLB)
(g/mol) PPO (%) PEO (%)
F68 8400 6% 80% >24
F108 14600 10% 80% >24
F127 12600 12% 70% 18-23

Fonte: Autor.

Tabela 9 - Caracteristicas das amostras preparadas.

'°(‘|To°nig)a Pluronic®  Alendronato (% em p/p)
F6BAL2 F68 2%
F108AL2 F108 2%
F127AL2 F127 2%

Fonte: Autor.

Para todas as amostras adicionou-se 1g de Pluronic® em um béquer, que foi
aquecido em banho maria sob agitagdo magnética, em temperaturas um pouco
acima de seus respectivos pontos de fusdo (Tabela 5), até que todo o material
fundisse. Entdo 20mg de alendronato foram adicionados e a mistura foi mantida nas
mesmas condi¢gdes por mais 30 minutos. A mistura entédo foi desgaiseficada em um

dissecador a vacuo, e seca a temperatura ambiente, ao final foi obtido um monolito.

1g Pluronic 20mg alendronato

Secas a temperatura
ambiente

Banr!o maria Banho maria
Agitagao Agitagdo

Figura 14 - Esquema da sintese das matrizes poliméricas com alendronato.
Fonte: Autor.
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3.3 Preparacao do composito hidroxiapatita-alendronato

3.3.1 Preparacao do molde de esferas de silica

As esferas de silica foram preparadas através das reacdes de hidrélise e
condensagao do tetraetilortossilicato (TEOS), em meio basico, adicionando uma
mistura de agua, hidréxido de aménio e etanol (método de Stober (75), modificado
por Gieshe(126)). O processo consistiu em adicionar em um erlenmeyer, 11mL de
TEOS e 12mL de etanol (solugdo A) e em outro erlenmeyer, foi adicionado 15mL de
etanol, 9 mL de agua destilada e 3 mL de hidroxido de ambnio 30% (solugdo B) as
duas solugdes foram entdo aquecidas a 40 °C em banho maria por 15 min. Passado
esse periodo, a solugéo A foi adicionada a solugéo B e mantida sob agitagao a 40°C
por mais 2h. As esferas de silica obtidas foram centrifugadas, lavadas com agua
destilada e redispersadas com o uso de ultrassom por 10 minutos, o procedimento
foi repetido pelo menos por trés vezes. Finalmente as esferas foram secas a 50°C
por 12h. Para se obter esferas com tamanhos diferentes a quantidade de agua foi
variada, quanto maior a quantidade de agua, menor o tamanho das esferas. Foram
preparadas duas amostras de esferas de silica, que foram nomeadas como S200 e
S400 devido aos seus diametros médios de aproximadamente 200nm e 400nm
respectivamente. Os histogramas das esferas foram preparados através da
contagem de 200 esferas nas microscopias eletrénicas de varredura utilizando o

programa Image J.

Solugao A
Solugao A Solugdo B
TEQS Etanol
Etanol Agua

Ambnia Solugéo B
2h

—» Lavadas e secas a
A 50°C

Banho maria Banho maria
Agitacao Agitacdo
40°C 40°C

Figura 15 - Esquema da sintese das esferas de silica.
Fonte: Autor.
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Utilizando as esferas de silica obtidas previamente, 1g destas foram dispersas
em um béquer contendo 50mL de etanol e mantidas sob agitagdo magnética
constante por 1h. A mistura resultante foi entdo mantida em sedimentagao
gravitacional a temperatura ambiente até a obtengdo do molde empacotado de
esferas. O molde entdo foi seco a 100°C por 12h e depois calcinado a 500°C por 1h.
Foram preparados dois moldes empacotados, um com as esferas S200 que foi

nomeado como TP200 e outro com as esferas S400 que foi nomeado como TP400.

1g de esferas de silica

—  » Molde seco a100°C por 12h
Calcinado a 500°C por 2h

Sedimentagio
gravitacional

Figura 16 - Esquema da preparagao do molde de esferas de silica.
Fonte: Autor.

3.3.2 Preparacao do molde (scaffold) de hidroxiapatita porosa

Para a preparagédo do precursor de hidroxiapatita (HA), foi utilizado o método
sol-gel. Em um bal&o foi adicionado de 5g de Ca(NO3)2.4H20 e 7,6mL de etanol, a
solugdo foi mantida sob agitagdo e foi aquecida até 80°C, ao chegar nesta
temperatura foi adicionado lentamente 1,9mL de trimetilfosfato. A solugao entao foi
mantida nesta temperatura por mais 24h. Uma parte desse gel precursor foi
precipitado, seco a 100°C por 12h e tratado termicamente a 700°C por 2h, o p6 de
HA obtido foi nomeado de HAP.

Ca(NO,),4H,0

Trimetilfosfato 80°C
Etanol 24h
| =) Gelprecursor hidroxipatita
e

Figura 17 - Esquema da sintese do gel precursor de HA.
Fonte: Autor.
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Tendo preparado o molde de esferas de silica e o precursor de hidroxiapatita
estes foram usados para preparar o fosfato de calcio poroso. Assim o molde de
silica foi infiltrado em um béquer contendo a solug¢ao de precursor de hidroxiapatita e
depois de removido este foi secado a 100°C por 12h. O molde/precursor de HA foi
entdo calcinado a 700°C por 2h para a formagao da fase HA. Finalmente a silica foi
removida pela imersdo do molde/precursor de HA em uma solugdo de NaOH 5mol.L-
" por 1 dia. O fosfato de calcio poroso obtido foi entdo lavado com agua destilada e
seco a 50 °C por 12h. Foram obtidos dois moldes com tamanhos de poros
diferentes, estes foram nomeados conforme o tamanho das esferas de silica
utilizadas como molde, HA400 (silica 400nm) e HA200 (silica 200nm).

Template de silica

Secado a 100°C

Smin or 12h
— Template/hidroxiapatita p;-

Gel precursor de HA

Template/HA

Calcinado a 700°C

por 2h 1 dia

NaOH — > Hidroxiapatita porosa
5 mol/lL

Template/hidroxiapatita

Figura 18 - Esquema da sintese da HA porosa.
Fonte: Autor.

3.3.3 Preparagcao do compdésito hidroxiapatita-alendronato

Em um eppendorf foi adicionado 0,1g da amostra de hidroxiapatita porosa.
Uma solugéo de alendronato (10mg/mL) foi preparada previamente e 1mL dessa
solucéo foi adicionado ao eppendorf. A mistura foi encubada a 200 rpm durante 24h
a 37°C para a formacdo de uma ligacdo entre os cristais da hidroxiapatita e o
farmaco. Subsequentemente o compdsito hidroxiapatita-alendronato foi lavado com
agua e centrifugado a 9000rpm por 4 minutos para remover o farmaco que ficou

apenas adsorvido fisicamente, depois da terceira lavagem o sobrenadante foi
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retirado e o precipitado congelado. As amostras entdo foram liofilizadas e

arn  1mL de solugéo 10mg/mL
de alendronato

|

Lifiolizadas & armazenadas
ad"C

0,1g de HA

200 rpm a 37°C Centrigugada a 9000 rpm
24h por 4 minutos

Figura 19 - Esquema da preparagao do compdsito hidroxiapatita-alendronato.

Fonte: Autor.

As amostras preparadas e suas caracteristicas estao listadas na Tabela 10.

Tabela 10 - Caracteristicas das amostras preparadas.

QT:;:; Hidroxiapatita Proporgao HA/AL (p/p)
HA400AL Porosa (poro 400nm) 10:1
HA200AL Porosa (poro 200nm) 10:1
HAPAL P4 (cristalito 100nm) 10:1

Fonte: Autor.

3.4 Preparacao do composito hidroxiapatita-polimero-alendronato

100mg de Pluronic® foi adicionado em um béquer, este foi aquecido em banho
maria sob agitagdo magnética até que todo o material fundisse, entdo adicionou-se o
10mg de alendronato. Depois que todo o farmaco foi solubilizado no polimero
adicionou-se 100mg de hidroxiapatita porosa, a mistura foi entdo mantida sob
agitacdo por mais 30 minutos. Por ultimo a mistura entdo foi desgaiseficada em um

dissecador a vacuo, e seca a temperatura ambiente.
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Pluronic Alendronato HA porosa

Seca a
—* temperatura
ambiente

Banho maria Banho maria Banho maria
Agitacéo Agitacdo AgitacBo

Figura 20 - Esquema da sintese do compdésito HA-polimero-AL.
Fonte: Autor.

As amostras preparadas e suas caracteristicas estao listadas na Tabela 11.

Tabela 11 - Caracteristicas das amostras de biocompdsitos preparadas.

Proporgao

Amostra Proporgao Polimero Proporgao
(nome) Hidroxiapatita (p) 0 Alendronato (p)
F108HA400AL 10 10 1
F108HA200AL 10 10 1
F108HAPAL 10 5 1

Fonte: Autor.

3.5 Ensaios de liberacao de farmaco - determinacao do alendronato

pelo método da ninidrina

O alendronato é um farmaco que nao possui absorbancia no UV-Visivel, por
isso para utilizar este tipo de espectroscopia em sua determinacio se faz necessario
0 uso de métodos indiretos. Desta maneira usou-se 0 método da ninidrina (2,2-
diidroxi-hidrindeno-1,3-diona), usado na deteccdo de aminas primarias e
aminoacidos, para a quantificagdo do alendronato. O alendronato que contém um
grupo amina primaria reage com a ninidrina em presencga de bicarbonato de sédio. A
reacdo se da via desaminagdo oxidativa da amina livre, o grupo formado ira
condensar com a forma reduzida da ninidrina para a formacdo de um produto
colorido conhecido com purpura de Ruhemmen o qual possui um maximo de
absorbancia em 568nm (127). A Figura 21 ilustra o possivel mecanismo de reagéo

da ninidrina com o alendronato.
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Figura 21 - Possivel mecanismo de reagao entre o alendronato e a ninidrina.
Fonte: TAHA; YOUSSEF (2003, p.1446) (127).

3.5.1 Construgao da curva de calibragao

Primeiramente foi preparada uma solugdo estoque de alendronato com
concentragdo de 10mg/mL. Aliquotas diferentes da solugdo estoque foram
adicionadas em tubos de ensaio de 10mL para a obtencdo de uma concentragao
final de 5, 10, 20, 30 e 40ug/mL de alendronato. Depois foram adicionados em cada
tubo 0,5mL de uma solugao de bicarbonato de sédio 0,05M e 2,5mL de uma solugao
de 0,2% de ninidrina em metanol. Os tubos foram aquecidos em banho maria a
90£5°C durante 20 minutos. Depois de resfriados a temperatura ambiente foi
adicionada agua destilada até completar a marca de 10mL. A absorbancia das
amostras foi medida em 568nm, ndo ultrapassando o intervalo de 30 minutos entre a

preparacao e a medida visto que o produto colorido € estavel por pelo menos 1h.

3.5.2 Determinagcdao da quantidade de alendronato incorporada na

hidroxiapatita

Apos a preparacdo do compdsito hidroxiapatita-alendronato e antes da
lavagem, 100ul do sobrenadante foram retirados de cada amostra. Para a
determinacdo do alendronato no sobrenadante foi realizado o mesmo método
descrito na curva de calibragcdo. Logo, a quantidade inicial de alendronato
adicionada nas amostras menos a quantidade de alendronato obtida no
sobrenadante € a quantidade de alendronato que se ligou na hidroxiapatita

(Equacéo 3).
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Qincorporada = QALN inicial — QALN sobrenadante (3)

3.56.3 Curva de liberagdo matriz polimérica-alendronato, hidroxiapatita-

alendronato e hidroxiapatita-polimero-alendronato

Para a preparagdo de curva de liberagdo 20mg de cada amostra foram
adicionadas em um eppendorf juntamente com 1mL de tampao fosfato pH 7,4, as
amostras foram entdo encubadas a 37°C e aliquotas de 100pul foram retiradas em
tempos determinados, sendo que a cada aliquota retirada a mesma quantidade de
tampao novo era adicionada. A quantidade de alendronato de cada aliquota foi

determinada pelo método da ninidrina.

3.6 Técnicas de caracterizacao

Para avaliar a forma, a estrutura, o tamanho, estabilidade, cristalinidade entre
outros parametros das amostras sintetizadas foi necessario o uso de algumas

técnicas de caracterizacao.

3.6.1 Difratometria de raios X (DRX)

O método de difracdo de raios X permite a determinagdo das posi¢cdes dos
atomos e ions que constituem um composto idbnico ou molecular, permitindo assim a
descricao das estruturas cristalinas em termos de detalhes, tais como comprimento
de ligagao, angulos e posic¢des relativas de ions e moléculas em uma célula unitaria
(128).

Os difratogramas de raios X foram obtidos em um equipamento Rigaku Rint
2000 (IQ-UNESP Araraquara), com radiagdo CuKa (A = 1,5418 A), e as seguintes
condigdes de trabalho: voltagem 40 kV, corrente 40 mA, velocidade de varredura de
0,2 ° min"'. As amostras foram preparadas a partir da amostra soélida em porta
amostras de vidro. A equacgao de Bragg (Equacao 4) que relaciona o comprimento
do espagamento entre camadas (d) e o angulo de incidéncia dos raios X no cristal
(6) foi utilizada (129).

2dsenf = ni (4)
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onde A é o comprimento de onda dos raios X.

As analises por DRX permitem também estimar uma importante caracteristica de
nanomateriais, que € o tamanho de cristalito das particulas formadas, através da Lei
de Scherrer (129) expressa na Equacao 5:

kA
An = Zooson (5)
onde dm é o didmetro médio dos cristalitos, k € o fator de corre¢do (0,9 para
particulas esféricas), s € o angulo de difracdo de Bragg do pico com intensidade
relativa de 100% e g € a largura a meia altura, dada em radianos. Esta lei relaciona a
largura a meia altura do pico de raios X com o diametro médio das particulas e sabe-
se que quanto mais alargado estao os picos do difratograma menor sera o tamanho

médio das particulas.
3.6.2. Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

O microscépio eletrdbnico de varredura fornece informagdes topograficas
tridimensionais desde espécimes em bulk até materiais nanométricos (130). Ou seja,
obtém-se imagens da morfologia externa dos materiais similares aquelas vistas pelo
olho humano. A obtengdo de uma imagem por um microscépio eletrénico é feita
através de um procedimento semelhante ao usado por um microscopio o6ptico
convencional, mas ao invés de se utilizar fotons da luz visivel, os microscépios
eletrénicos usam feixes de elétrons. Nestes instrumentos, feixes de elétrons s&o
acelerados através de uma diferenca de potencial de 1 a 200kV, e para focar os
elétrons, sdo empregados campos elétricos e magnéticos. Para analise de MEV, as
amostras necessitam ser condutoras, pois de outra forma os elétrons podem se
acumular na amostra e interagir com o proprio feixe de elétrons, resultando numa
perda de definigdo da imagem. Assim, as amostras nao-condutoras devem ser
recobertas com uma fina camada de metal, geralmente ouro ou aluminio(128).

As micrografias eletronicas de varredura desse trabalho foram realizadas em
um microscopio TOPCOM modelo SM-300 (IQ-UNESP Araraquara) operando a
20kV. Todas as amostras foram depositadas em porta amostras de aluminio e
recobertas com ouro. Os histogramas foram obtidos medindo-se o didmetro médio

de cerca de 200 nanoparticulas nas micrografias obtidas.
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3.6.3 Espectroscopia na regiao do infravermelho

Através do espectro na regiao do infravermelho podemos obter informacdes
sobre as vibragdes moleculares, ou seja, as deformacgbes e os estiramentos das
ligagbes nas moléculas. O espectro vibracional de um composto € obtido pela
exposicdo da amostra a radiagao infravermelha, e pelo registro da variacdo da
transmissao com a frequéncia (ou numero de onda) (131).

Para a analise de espectroscopia na regidao do infravermelho a maioria das
amostras foram diluidas em KBr na proporcdo de 10:1 e foram analisadas em um
espectrometro FTIR Vertex 70 da Bruker (IQ-UNESP Araraquara) usando o
acessorio EasiDiff (Pike Technology) de reflectancia difusa em uma faixa espectral
de 4000 a 400 cm™’ com resolugdo de 4 cm-. Para algumas amostras foram
preparados discos prensados em KBr e analisadas um espectrometro FTIR-IR
Perkin Elmer - Frontier (IQ-UNESP Araraquara), e faixa espectral de 4000 a 400cm-’

com resolugdo de 4 cm™.

3.6.4 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

Analises térmicas tém como definicdo um grupo de técnicas em que se mede
uma propriedade fisica de uma substancia, ou de seus produtos de reacdo em
funcdo da temperatura, enquanto essa substadncia se submete a um programa
controlado de temperatura. No caso do DSC, se medem as diferengas na
quantidade de calor fornecida, a uma substancia e a uma referéncia, em funcédo da
temperatura da amostra, quando as duas estdo submetidas a um programa
controlado de temperatura(132). Por meio do DSC é possivel determinar a
estabilidade térmica bem como determinar as temperaturas de eventos térmicos das
amostras, como ponto de fusdo, transi¢ao vitrea, entre outros.

Os termogramas das amostras foram obtidos em um DSC STAR eSW 8.10
(IQ-UNESP Araraquara). Aproximadamente 10mg de amostra foram colocadas em
porta amostras de aluminio e as amostras foram aquecidas de 0 a 350°C em um
taxa de 10°C/min sob fluxo de nitrogénio em 50mmHg.
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3.6.5 Espalhamento de luz dindmico (DLS)

A técnica de espalhamento de luz dindmico (DLS) € utilizada na medida do
tamanho de particulas. Particulas se difundem em solugdo em movimentos
aleatdrios (movimento browniano) e o didmetro medido pelo DLS é denominado
diametro hidrodinamico, pois é tratado como didametro de uma esfera que possui o
mesmo coeficiente de difusdo da particula. O tamanho de uma particula (didmetro
hidrodindmico) é calculado através do coeficiente de difusao translacional, utilizando
a equacéo de Stokes-Einsten (Equacéo 6) (133):

kT

= 6
H = 3D (6)

onde é k a constante de Boltzman (1.3806503x102°m?kg s2K-"), 7'¢ a temperatura

absoluta (K), # é a viscosidade (mPa s), e D é o coeficiente de difusdo (m? s*). O

coeficiente de difusao translacional ndao depende apenas do tamanho da particula,
mas também da forca idnica, uma vez que a velocidade de difusdo de uma particula
depende da espessura da dupla camada elétrica. Por exemplo, uma dupla camada
elétrica espessa diminui a velocidade de difusdo resultando em didametro
hidrodinamico aparente maior. Esta técnica tem como finalidade avaliar o tamanho
médio das particulas suspensas com a variagao da forga ibnica do meio(134).

O tamanho das particulas foi determinado por espalhamento de luz dindmico
utilizando um equipamento NANO SIZE ZS (IQ-UNESP Araraquara). As amostras
foram suspensas em agua destilada e homogeneizadas com ultrassom durante 15

minutos.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Obtencao e caracterizacao das matrizes poliméricas com
alendronato

4.1.1 Introdugao

Na primeira etapa deste trabalho, foram sintetizadas apenas matrizes dos
diferentes copolimeros com o alendronato, a fim de determinar qual polimero seria
melhor para a modificagcdo da HA, ou seja, qual polimero apresentaria uma melhor
interacao com o farmaco e consequentemente um comportamento de liberagdo mais
interessante.

Sendo assim, as amostras de Pluronic® com alendronato foram preparadas
por meio do método de dispersdo solida (Figura 22(a) estrutura molecular do
alendronato e (b) estrutura molecular genérica dos copolimeros de PEO/PPO). Este
método € muito utilizado para aumentar a solubilidade de farmacos pouco soluveis.
Existem tipos diferentes de dispersdes solidas dependendo do estado fisico do
farmaco e da matriz carreadora. Estas podem ser amorfas ou cristalinas, uma
dispersao de um farmaco amorfo ou cristalino em uma matriz amorfa ou cristalina,
ou ainda uma combinagdo de solugdo e dispersao de solidos (83,135). Algumas
dispersdes cristalinas podem ser misturas eutéticas, e nesse caso ha um

significativo aumento da dissolu¢do do farmaco pouco soluvel na matriz (136,137).

(b)

O&CHZCHzolx { CH,CH,0 5 H

PEO PEO

Figura 22 - (a) estrutura molecular do alendronato e (b) estrutura molecular genérica dos copolimeros
de PEO/PPO.
Fonte: Autor.
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Quando se aquece um farmaco tem se que levar em consideracdo uma
possivel mudanca de fase cristalina e a possivel formagcdo de um polimorfo.
Polimorfismo € a capacidade de uma molécula adquirir mais de uma forma ou
estrutura cristalina, nesse caso os polimorfos podem possuir diferencas que alterem
a qualidade e eficacia terapéutica do medicamento, tendo um efeito antagdnico e/ou
toxico (138). O alendronato utilizado neste trabalho € uma forma trihidratada, na
literatura além da forma trihidratada foram reportadas a forma anidra e diversos
intermediarios hidratados, todas as formas cristalinas polimorfas do alendronato sao
adequadas para uso farmacéutico, mantendo seu efeito farmacoldgico relacionado a

inibicdo da calcificagcéo e reabsorcao 0ssea (139-141).

4.1.2 Espectroscopia na regiao do infravermelho

A primeira caracterizacao realizada nas amostras foi a de espectroscopia na
regido do infravermelho. A Figura 23 ilustra os espectros de infravermelho para o
alendronato, para os polimeros e para as trés amostras F68AL2, F108AL2 e
F127AL2.
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Figura 23 - Espectro de absorgdo na regido do infravermelho do alendronato, polimeros F68, F108 e
F127 e das amostras F68AL2, F108AL2 e F127AL2.

No farmaco foi possivel atribuir bandas pertencentes aos grupos fosfato (P-O
- 469, 544, 577, 925, 1016 cm™) (142,143), C-O (1062 cm') (131), amina primaria
(NH2 - 1643 cm™) (131,144), C-H das cadeias carbdnicas (1381 e 2958 cm™) (131) e
OH (3487 cm™). Ja as bandas em 1130, 1182, 1243 cm™' podem ser referentes a
deformagdo axial da ligacdo C-N (amina), a deformag&o axial da ligagdo C-P

(cadeias carbdnicas com fosfato) e a deformagao angular da ligagao H-O-P (grupos
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fosfato) (145). No espectro dos trés polimeros, observa-se bandas referentes as
cadeias carbonicas (deformagdes angulares C-H entre 1150 e 1500 cm-', vibragéo
axial C-C entre 800 e 1200cm™"', deformacao axial C-H entre 3000 e 2840 cm™'), as
vibragbes referentes ao grupamento éter (deformacao axial C-O-C entre 1085 e
1150cm) e alcool (deformagdo axial C-O entre 1000 e 1200cm', deformagao
angular O-H entre 1420 e 1330cm™") (131).

Observa-se que os espectros das trés amostras sdao bem semelhantes entre
si. As bandas que eram provenientes da deformagédo angular do grupo fosfato
presentes no AL formam agora apenas uma banda larga com numero de onda 528,
545 e 550 cm™! para as amostras F68AL2, F108AL2 e F127AL2 respectivamente. As
bandas entre 800 e 1200 cm™', sdo mais dificeis de atribuir, pois € uma regido com
muitas bandas tanto do farmaco como dos polimeros, entretanto observa-se nas
amostras que o perfil das bandas € mais parecido com os dos polimeros,
destacando-se a banda referente a deformacgao axial C-O-C em 1112, 1102, 1102
cm™' para as amostras F68AL2, F108AL2 e F127AL2 respectivamente. Pode-se
confirmar a presenca do farmaco nas matrizes, a partir da presenca da banda da
deformagao angular N-H, que foi observada em todas as amostras em 1637, 1643 e
1638 cm™! para as amostras F68AL2, F108AL2 e F127AL2. (131,144). Apesar da
analise ndo ser quantitativa, observou-se que a intensidade da banda N-H para a
amostras F68AL2 foi menor em relacdo as outras amostras. Entre 1200 a 1500 cm!
atribui-se as bandas provenientes da deformagdo angular C-H e em 2885 cm™ a
deformacao axial C-H que podem ser tanto dos Pluronics® quanto do AL visto que os

dois reagentes possuem cadeias carbdnicas.

4.1.3 Microscopia eletronica de varredura

Dando continuidade a caracterizagdo das amostras, suas morfologias foram
analisadas por microscopia eletrénica de varredura. A Figura 24 (a), (b) e (c)
corresponde as micrografias do alendronato. Observa-se que o farmaco € formado
por cristais na faixa de tamanho entre 60 e 200um. A Figura 24 (d), (e) e (f)
corresponde as micrografias da amostra F68AL2, observa-se que apds a fusdo dos
reagentes houve a formagao de uma matriz polimérica a qual se estende por toda
amostra, fragmentos menores que se espalham pela matriz podem ser atribuidos

aos cristais do farmaco que acabaram sendo solubilizado. Resultados semelhantes
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foram obtidos para as outras duas amostras F108AL2 (Figura 24 (g), (h) e (i) e
F127AL2 (Figura 24 (j), (I) e (m)).

T s
L b : p l)“ 33.31m

Figura 24 — Micrografias eletrénicas de varredura do alendronato (a), (b) e (c) amostra F68AL2 (d),
(e) e (f), amostra F108AL2 (g), (h) e (i) e amostra F127AL2 (j), (1) e (m).
Fonte: Autor.
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Os resultados das duas analises indicam que o método da dispersao solida &
eficaz na incorporagédo do farmaco alendronato quando usada uma matriz formada
pelo copolimero de PEO/PPO (Pluronic®). Entretanto nao foi possivel determinar em
qual amostra a interacdo farmaco/polimero foi melhor, o que se espera obter nas

analises como difratometria de raios X e analise térmica.

4.1.4 Difratometria da Raios X

Na analise de difratometria de raios X foram obtidos os difratogramas do
farmaco (AL) e das amostras F68AL2, F108AL2 e F127AL2 que est&o ilustrados na
Figura 25. A Figura 26 representa uma aproximagao de todos os difratogramas

sobrepostos na faixa de 5 a 20° 26.

* Picos caracteristicos AL Alendronato
* Picos caracteristicos polimeros
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Figura 25 - Difratogramas de raios X das amostras alendronato, F68AL2, F108AL2 e F127AL2.
Fonte: Autor.
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Figura 26 - Difratogramas de raios X das amostras alendronato, F68AL2, F108AL2 e F127AL2
sobrepostos e na faixa entre 5 a 20° 26.
Fonte: Autor.

Na Figura 25 os asteriscos em vermelhos destacam os picos carateristicos do
farmaco, e os pretos dos copolimeros. Os picos mais intensos em 19,20 e 23,30° 26
destacados em todas as amostras sao provenientes dos polimeros cristalinos (F68,
F108 e F127). Observa-se que os picos em 9,16; 12,34 e 13,44° 26 caracteristicos
do farmaco também estdao presentes nas amostras, porém com menor intensidade.
A diminui¢cdo na intensidade dos picos pode ser atribuida a baixa concentracdo do
alendronato nas amostras, a intensidade dos picos do polimero acabam mascarando
os picos do farmaco.

Entre as amostras, em relagdo ao pico em 9,16° 20 referente ao farmaco,
observa-se que ha um aumento de sua intensidade na seguinte ordem
F68AL2>F127AL2>F108AL2. Para a amostra F68AL2 a intensidade do pico € maior
que a do préprio farmaco, esperava-se que a incorporagdao do alendronato
favorecesse a cristalizacdo do polimero. A explicagdo para o aumento da
intensidade pode estar relacionado com orientagao preferencial. Com a incorporacao
do alendronato, o farmaco passou a interagir com o plano cristalino do polimero F68
referente ao pico em 9,16° 20 o que causou o aumento da sua intensidade.
Interessante citar também que esta amostra foi a que apresentou uma menor
intensidade da banda de deformacg&o angular da amina referente ao alendronato na

analise de espectroscopia na regidao do infravermelho.
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Em relacdo as outras amostras, a menor intensidade do pico,pode ser
atribuida a hidrofilicidade e massa molecular dos Pluronics®, que podem afetar a
dispersibilidade do alendronato e o seu grau de mistura com o copolimero. A porgéao
hidrofilica pode promover a formagdo de solucdes solidas. Sendo assim, esse
resultado pode indicar que na amostra F108AL2, o alendronato se encontra melhor
disperso na matriz polimérica, em um estado de solugdo sdélida. Comparando as
caracteristicas dos polimeros esse resultado € muito coerente visto que o polimero
F108 apresenta a maior massa molar e a maior porcdo do mondmero hidrofilico
PEO, ja o F68 apresenta a menor massa molar e a menor porgao de PEO.

Muitos trabalhos destacam a diminuicdo da cristalinidade do farmaco quando
o método da dispersdo solida € utilizado. Fathy e El-Badry (146) em seu estudo
utilizaram Pluronic® com piroxicam e prepararam dispersdes solidas com diferentes
concentragdes, os resultados dos difratogramas geraram duas hipéteses: em baixas
concentracdes de farmaco ha uma diminuicdo de suas propriedades cristalinas, ou o
farmaco se encontra em um estado de solucio sélida dentro da matriz polimérica. Ja
no trabalho de Mudit et al. (147) que utiliza o Pluronic® F127 com celecoxibe, o
difratograma de raios x da amostra, com razdo de polimero/farmaco 5:1(m/m)
mostrou um alargamento e reducdo do pico principal do farmaco, indicam que a
maior parte deste se encontra em uma forma amorfa na matriz polimérica. Apenas
com a difracdo de raios X nao foi possivel determinar se houve uma diminuicdo na
cristalinidade do farmaco nas amostras. Alargamentos das linhas de difragdo podem
ser utilizados como um indicador da cristalinidade da amostra (148). Entretanto
como as intensidades dos picos do alendronato estdo muito baixas, ndo foi possivel

realizar uma comparagao com o difratograma do farmaco.

4.1.5 Calorimetria exploratéria diferencial

Como ultima caracterizacdo foram realizadas medidas de calorimetria
exploratdria diferencial em todas as amostras. A Figura 27 ilustra os termogramas do
farmaco, dos polimeros F68, F108, F127 e das amostras F68AL2, F108AL2 e
F127AL2. A Tabela 12 resume os eventos térmicos suas atribuicdes.
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Figura 27 - Curvas de DSC das amostras alendronato, F68, F68AL2, F108, F108AL2, F127,
F127AL2.
Fonte: Autor.
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Tabela 12- Atribuicdo dos eventos térmicos para as diferentes amostras.

Evento 1 Evento 2 Evento 3
Amostras Tipo  T(°C) Atribuigédo Tipo  T(°C) Atribuigédo Tipo  T(°C) Atribuicao
F68 Endo 56 Fuséo
F108 Endo 61 Fuséo
F127 Endo 59 Fus&o polimero - - - - -
AL Endo 131 Perdadeéguade Endo 268 Fuséo Exo 274 Decomposicao
hidratacdo
F68AL2 Endo 56 Fuséo (F68) Endo 126 Perda de agua
de hidratagdo
(AL)
F108AL2 Endo 61 Fuséo (F108) Endo 126  Perdade &gua Exo 272 Decomposicao
de hidratagéo
(AL)
F127AL2 Endo 59 Fusdo F127 Endo 127 Perda de 4gua
de hidratagéo
(AL)

Fonte: Autor.

Observa-se que o alendronato apresenta trés eventos térmicos principais, o
primeiro evento a 131°C corresponde a perda de agua de hidratagdo da molécula (3
moléculas de agua, o farmaco é trihidratado), o segundo evento endotérmico em
268°C corresponde ao ponto de fusdo e o ultimo evento exotérmico em 274°C a
decomposicéo do farmaco (149). Os polimeros apresentam um unico evento térmico
principal, que corresponde aos seus pontos de fusdo, estes se encontram em 56, 61
e 59°C para os polimeros F68, F108 e F127 respectivamente. Para a primeira
amostra F68AL2 destacam-se dois eventos térmicos, um em 56°C que corresponde
ao ponto de fusdo do polimero F68 e outro em 126°C que corresponde a perda de
agua de hidratacdo do alendronato. A segunda amostra F108AL2 possui trés
eventos térmicos principais, o primeiro em 61°C correspondente a fusdo do
polimero, em 126°C perda da agua de hidratacdo do farmaco e a 272°C
provavelmente da decomposicdo da amostra mais especificamente do alendronato.
Na ultima amostra F127AL2, destacam-se dois eventos térmicos, que sdo do ponto
de fusdo do polimero e da perda da agua de hidratagdo do farmaco em 59 e 127°C,
respectivamente como nas outras amostras.

A partir dos resultados obtidos na analise de DSC foi possivel observar que
as amostras F68AL2, F108AL2 e F127AL2 possuem um evento térmico relacionado

ao ponto de fusdo do polimero e outro evento relacionado a perda de agua de
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hidratacdo do alendronato. No primeiro evento todos os pontos de fusdo foram
encontrados nas mesmas temperaturas que as dos polimeros, indicando que a
cristalinidade dos polimeros nao foi alterada durante a sintese. Em relagcdo ao
alendronato o evento térmico atribuido a sua desidratacdo se encontra deslocado
em todas as amostras, fato que indica uma menor cristalinidade do farmaco dentro
da matriz polimérica. A presenga dos dois eventos nas amostras tanto do polimero
quanto do farmaco também indica que néo ha ligagado quimica entre o alendronato e
os polimeros.

Yuasa et. al. (150) em seu trabalho utilizou o método da dispersao sdlida para
preparar granulos de hidroxipropil celulose com fluorbiprofeno. Em suas analises de
DSC ele atribuiu a perda de cristalinidade do farmaco ao método de preparacéo,
provavelmente a droga passa de um estado cristalino para um estado amorfo devido
ao aumento da mobilidade molecular durante o processo de aquecimento. Apesar
das analises indicarem uma menor cristalinidade do alendronato, a presenca de
fases mais amorfas apenas afeta a solubilidade do farmaco. As formas amorfas séo
geralmente mais soluveis que as formas cristalinas e possuem maior velocidade de
dissolugéo.

A amostra F108AL2 foi a unica que apresentou um evento exotérmico em
272°C devido a decomposi¢cao da amostra. Esse resultado pode indicar uma melhor
interacao do alendronato com o polimero F108, corroborando com o resultado obtido
na difragao de raios x. O qual mostrou que a amostra F108AL2 apresentou a menor
intensidade no pico em 9,16° 20. A menor intensidade esta relacionada com a maior
hidrofilicidade desse polimero em relacdo aos outros. Uma maior porgcao hidrofilica

aumenta o grau de mistura e dispersibilidade do farmaco na matriz.
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4.1.6 Curvas e cinética de liberagao do alendronato

Depois da etapa de caracterizacao de todas as amostras, foram realizadas as
curvas de liberagdo do alendronato. Para isso, primeiramente foi preparada uma
curva de calibragdo como descrito no topico 3.5.1. A Figura 28 ilustra o grafico
plotado a partir das concentragdes de alendronato utilizadas bem como os valores

de absorbancia obtidos.
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Figura 28 - Curva de calibragcéo do alendronato.
Fonte: Autor.

O gréfico foi ajustado com uma equagao linear (programa Origin) e o R?
obtido foi de 0,9823 com equacao de reta y=0,0237x-0,0217. Com a curva de

calibracédo preparada, esta foi utilizada para calcular a concentragao de alendronato

liberada nas amostras.
As curvas de liberagdo cumulativa das amostras F68AL2, F108AL2 e

F127AL2 estao ilustradas na Figura 29.
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Figura 29 - Curvas de liberagdo das amostras F68AL2, F108AL2 e F127AL2.
Fonte: Autor.

Observa-se que em todas as amostras alcangou-se mais de 90% de liberagao
do alendronato em menos de 120min. Apesar das curvas serem relativamente
parecidas, podemos dizer que a amostra F68AL2 apresentou a liberacdo mais
rapida entre as trés amostras, liberando quase 100% em 120 minutos, em
contrapartida a amostra F108AL2 apresentou a liberagdo mais lenta liberando 90%
até os 120 minutos. Considerando apenas a massa molar dos polimeros o resultado
faz sentido, pois os polimeros F68, F108 e F127 apresentam massas molares de
8400, 14600 e 12600 respectivamente, e nesse sentindo era esperado que a
amostra com o polimero de maior massa molar no caso F108 apresentasse uma
liberagdo mais lenta. Mas podemos observar também em relacdo a caracteristica
hidrofilica/hidrofébica desses polimeros, temos que o numeros de unidades de PEO
que da o carater hidrofilico para os polimeros F68, F108 e F127 é respectivamente
157,2; 265,5 e 200,5. O alendronato € um farmaco hidrofilico e espera-se que ele
interaja com a parte hidrofilica do copolimero, quanto mais unidades de PEO mais
tempo o farmaco fica retido na matriz polimérica, assim a ordem de liberagao seria
F68<F127<F108, exatamente o resultado que foi obtido. O comportamento mais

interessante foi apresentado pela amostra que continha o polimero F108, por isso
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este foi escolhido para a preparacdo do biocompdsito hidroxiapatita-Pluronic®-
alendronato.

A partir dos resultados de liberagdo foi aplicado o modelo cinético de
Korsmeyer-Peppas (Equagéo 7).

= K" (7)

Onde M¢YM- representa a fragao de farmaco liberada no tempo t, K é a constante de
difusdo do processo e n é o exponente difusional. O valor de n especifica o
mecanismo de liberagao (123).

O gréfico plotado log (M/M-) x log (t) (linearizagédo através do logaritmo) para
todas as amostras, esta ilustrado na Figura 30. Um ajuste linear foi realizado até
aproximadamente 60% da curva em todas elas. O exponente difusional n foi obtido

pelo coeficiente angular da curva e o log K pelo coeficiente linear.

F68AL2
F108AL2
F127AL2

T
2,0

Figura 30 - Curvas da fragdo de farmaco liberado (M/Mx) em fungéo do tempo das amostras
F68AL2, F108AI2, F127AL.
Fonte: Autor.

Os valores obtidos de R? e n para cada amostra estdo descritos na Tabela 13.
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Tabela 13 - Valores obtidos a partir do ajuste linear do grafico log (M/M-) x log (t).

Amostras R? n K
F68AL2 0,99 0,62+0,01 0,11+0,02
F108AL2 0,99 0,93+0,03 0,30+ 0,04

F127AL2 0,99 0,67+0,01 0,14+0,02
Fonte: Autor.

De acordo com Ritger e Peppas (123), para amostras com valor de i entre 0,5
e 1,0 o mecanismo de liberagdo principal é o transporte anédmalo. Isto significa que
para todas as amostras, o processo de liberacdo € uma combinacdo da difuséo
Fickiana do farmaco com a relaxagdo das cadeias poliméricas da matriz. No
transporte anémalo, a velocidade desses dois processos tem a mesma ordem de

magnitude.
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4.2 Obtencao e caracterizacao do compoésito hidroxiapatita porosa -
alendronato

4.2.1 Introdugao

Nessa segunda etapa do trabalho, foram preparados compdsitos de
hidroxiapatia porosa com alendronato. O objetivo foi observar qual seria a diferenga
de interagao do farmaco com o material poroso e como os poros influenciariam em
sua liberagao.

Para a preparacao das amostras foi explorada a afinidade da hidroxiapatita
com o alendronato. De acordo com a literatura, ocorrem interagdes intermoleculares
entre a HA e o alendronato. As interagdes intermoleculares mais importantes
ocorrem entre os grupos fosfato e amina do bisfosfonato e o ion calcio da
hidroxiapatita. Os atomos de oxigénio dos grupos fosfatos com o atomo de
nitrogénio do grupo amina compartiiham uma carga parcial negativa relativamente
grande enquanto os atomos de calcio sdo positivamente carregados. Dessa maneira
espera-se que as interagdbes moleculares dominantes sejam de natureza
eletrostatica. A forga dessas interagdes € dependente da distdncia em que as cargas
interagem, diminuindo com o inverso do quadrado da distancia (151).

Estudos indicam que na superficie da hidroxiapatita, seis atomos de calcio
sS40 necessarios para cercar um grupo hidroxila do bisfosfonato. Existem trés atomos
de calcio em um plano e os outros trés em um plano adjacente (151).

No alendronato a presenga do grupo amina na extremidade da cadeia lateral
€ muito importante. Além de assegurar a atividade farmacoldgica in situ, o nitrogénio
do grupo amina forma uma ligacdo de hidrogénio OH---N. Esta € uma ligagcéo
intermolecular responsavel pela conformagao mais estavel da molécula. Quando o
nitrogénio passa a interagir com os ions célcio da hidroxiapatita, as ligagdes de
hidrogénio sao desfeitas. Isto € o que chamamos de quimisor¢cdo dos bisfosfonatos
para o mineral 6sseo (151,152).

Sendo assim, primeiramente foram sintetizadas as hidroxiapatitas porosas
que seriam utilizadas para a preparagao do biocompésito HA-AL e do biocompdsito
final HA-Pluronic®-AL.
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4.2.2 Obtencao e caracterizagao das hidroxiapatitas porosas

4.2.2.1 Sintese e caracterizacao das esferas de silica e molde de esferas de silica

Utilizando o método de Stober (75) é sabido da possibilidade de se controlar o
tamanho e a distribuicdo de diametros das esferas de silica, apenas alterando
parametros de sintese. Sendo assim, torna-se possivel modificar certos parametros
e obter esferas de tamanhos especificos, por exemplo, a taxa de crescimento das
particulas é lenta em baixas concentracées de amdnia, em baixas concentrag¢des de
agua, ou em temperaturas baixas. Vale destacar a versatilidade do método de se
utilizar esferas de silica como molde de sacrificio visto a possibilidade de obter
materiais com poros de tamanhos desde a ordem de poucos nanémetros até a de
micrometros dependendo da aplicagdo desejada.

As micrografias e os histogramas das amostras S400 e S200 estédo
representados pelas Figurax 31 e 32, respectivamente. Os histogramas foram
preparados por meio da contagem de 200 esferas (Image J) nas micrografias
obtidas, e o didmetro médio foi obtido estatisticamente. O histograma da amostra
S400 foi ajustado com uma fungédo Log-normal (R? = 0,98). O diametro médio obtido
foi de 402+35nm. Para a amostra S200, o histograma também foi ajustado com uma
funcdo Log-normal (R? = 0,88). O diametro médio obtido foi de 223+22nm.
Observam-se nas duas amostras esferas bem definidas e com poucas deformacoes,
estas ultimas sdo comuns em esferas menores na ordem de dezenas de

nanometros.
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Di&metro (nr?ﬁo

Figura 31 - Micrografias eletronicas de varredura e histograma da amostra S400.

Fonte: Autor.

Diametro (nm)

Figura 32 - Micrografias eletrénicas de varredura e histograma da amostra S200.

Fonte: Autor.
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O diametro médio das amostras S400 e S200 também foi medido por meio do
espalhamento de luz dinamico. A analise foi realizada em triplicata e foi tirada a
média aritmética dos valores obtidos. Assim os valores dos didmetros médios
encontrados foram de 479+55nm com um indice de polidispersividade de 41% para
a amostra S400 e 238+30nm com um indice de polidispersividade de 20%. Apesar
de proximos, nas duas amostras os didmetros médios do DLS estdo com valores um
pouco maiores do que os encontrados nas micrografias. A diferengca de tamanho
pode ser explicada devido a natureza da medida do DLS. No DLS o que se mede ¢é
o diametro hidrodinamico da particula, ou seja, a particula e toda a nuvem de
moléculas de agua (esfera de hidratagcdo) que se movimenta com ela, gerando
assim didmetros médios maiores que nas analises de microscopia, onde, além de
tudo, se observam as particulas previamente secas.

As esferas de silica também foram caracterizadas por analise de difracdo de
raios X. O difratograma da amostra representativa S400 esta ilustrado na Figura 33.
Analisando o difratograma, observa-se um halo na regido de 15° a 35° 26, que esta
relacionada ao estado amorfo da silica (153). Este resultado era esperado, pois &
sabido que a silica € um material amorfo mesmo apdés calcinagao a 1100°C. Apenas

apos calcinacdo a 1300°C tem-se a formagéao da fase a-cristobalita (154).
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Figura 33 - Difratograma de raios X da amostra S400.
Fonte: Autor.

Seguindo o experimental descrito anteriormente, a partir da amostra de
esferas de silica, foram preparados os moldes por sedimentagdo gravitacional. A
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Figura 34 ilustra as micrografias eletrobnicas de varredura (a) do molde preparado
com amostra S400 nomeado de TP400 e (b) do molde preparado com a amostra
S200, nomeado TP200. Observa-se que as esferas se organizaram formando um
empacotamento compacto como era esperado, diferente das micrografias das duas
amostras onde ndo se observava nenhum tipo de organizagdo das particulas, nota-
se também a tendéncia das esferas de se organizarem em hexagonos a pequenas

distancias. A longa distancia, essa organizacao vai se perdendo.

Figura 34 - Micrografias eletronicas de varredura da amostra (a) TP400 e (b) TP200.
Fonte: Autor.

4.2.2.2 Caracterizagdo das HA porosas

O precursor de HA e o molde de silica foram utilizados para sintetizar a HA
porosa, como foi detalhado anteriormente na parte experimental. Apds a remocgao da
silica, foi realizada microscopia eletrbnica de varredura no material obtido. A Figura
35 ilustra as micrografias eletrénicas de varredura das amostras (a) HA400 e (b)
HA200, obtida através do molde TP200 e TP400. Observam-se poros ordenados,
com meédias de tamanhos na ordem de 350nm e 170nm respectivamente para as
amostras HA400 e HA200 e sem nenhum resquicio das esferas de silica. Era
esperado que o didmetro dos poros fosse menor que o das esferas no molde, visto
que é realizado um tratamento térmico a 500°C no molde de esferas de silica. Essa

calcinagédo faz com que a agua adsorvida na superficie da silica seja liberada e haja
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a condensacgao dos grupos silandis presentes na superficie em grupos siloxanos, o
que leva a uma maior aproximagao (adesdo) das esferas. Como os poros sdo o
negativo das esferas estes acabam com didmetros um pouco menores. Observou-se
também que apds a sinterizacdo houve o aumento na resisténcia mecanica do

molde.

Figura 35 - Micrografias eletronicas de varredura das amostras (a) HA400 e (b) HA200.
Fonte: Autor.

A amostra de hidroxiapatita porosa também passou por analise de
difratometria de raios X. A Figura 36 ilustra a comparagdo do difratograma da
amostra HA400 antes da remocao das esferas de silica, e apds a remog¢ao quando
houve a formag&o da hidroxiapatita porosa de fato, além do difratograma da amostra
de HA em p6 (HAP) e do padrao de HA JCPDS-74-565.
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Figura 36 - Difratograma de raios X da amostra HA400 antes da remogao e depois da remocéo das
esferas de silica, da amostra HAP e o padrao de difracdo de raios X da fase HA.
Fonte: Autor.

Na amostra ainda com as esferas o alo amorfo da silica estéd encobrindo os
picos da fase hidroxiapatita impossibilitando suas atribuicbes. Apds a remogao das
esferas com hidroxido de sodio (NaOH 5M) o difratograma da amostra néo
apresenta mais o alo amorfo e todos os principais picos caracteristicos da fase HA
correspondentes aos planos (00 2),(211),(112),(300),e (20 2)(142,155) foram
encontrados. A Tabela 14 apresenta os valores das distancias interplanares para a
amostra. O resultado indica uma total remocao das esferas de silica e que nao
houve nenhuma modificacdo do material durante a preparagdo da hidroxiapatita
porosa. Em relagdo aos picos mais alargados do difratograma em relagéo ao po6 de
hidroxiapatita, n&o foi possivel atribuir algum motivo, substituicbes da rede podem

alargar os picos bem como diminuigao da cristalinidade.
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Tabela 14 - Atribuigcdo dos principais picos observados no difratograma de raios X da amostra HA400.

Amostra HA padréo
HA400 JCPDS-74-565
(gfais) d(A) (gfais) d(A) hkd
25,93 3,431 25,93 3,439 002
31,84 2,799 31,82 2,815 211
32,28 2,773 32,20 2,778 112
32,96 2,713 32,96 2,720 300
34,12 2,625 34,11 2,629 202

Fonte: Autor.

4.2.3 Caracterizagao do compdsito hidroxiapatita-alendronato

As amostras do compésito hidroxiapatita-alendronato foram preparadas como
descrito previamente. Foram usados trés tipos de hidroxiapatita, as porosas HA200
(poros na ordem de 200nm) e HA400 (poros na ordem de 400nm) e a hidroxiapatita
em po6 com tamanho de cristalito na ordem de 100nm. As amostras foram analisadas

por espectroscopia na regido do infravermelho e calorimetria exploratéria diferencial.

4.2.3.1 Espectroscopia na regido do infravermelho

A Figura 37 ilustra os espectros vibracionais na regido do infravermelho do
alendronato, das hidroxiapatitas HA400, HA200 e HAP e para as amostras
HA400AL, HA200AL e HAPAL. No farmaco foi possivel atribuir bandas pertencentes
aos grupos fosfato, sendo a deformacdo angular da ligagdo O—P-O em 476, 527 e
570 cm™' e a deformagéo axial da ligagdo P-O em 846, 918, 952, 1020 e 1046 cm"’
(142,143). Bandas pertencentes a amina primaria NH2, em 1605 e 1642 cm
referentes a deformacgao angular da ligacdo N-H e em 3486 cm' (131,144) referente
a deformacédo axial da ligacdo N-H, e por ultimo foram atribuidas bandas
pertencentes a as cadeias carbdnicas em 1408,1451 e 1470 cm™ referentes a
deformagédo angular da ligagdo C-H. As bandas em 1133,1174 e 1233 cm™' podem
ser referentes a deformacéao axial da ligagao C-N, a deformacgao axial da ligagao C-P

e a deformacgao angular da ligagado H-O-P(145).



98

Alendronato
3486

HA400AL
3570

—
X
.©
O
C
<M
o]
—_
@]
[%]
o)
<

HA200AL
3570

|
500

T I T T T T T T
4000 3500

| |

1500 1000
-1

Numero de onda (cm )

| | |
3000 2500 2000

Figura 37 - Espectro de absorgdo na regido do infravermelho das amostras alendronato, HA400,
HA400AL, HA200, HA200AL, HAP e HAPAL.
Fonte: Autor.

Para as amostras de hidroxiapatita, foram atribuidas bandas referentes aos
grupos fosfato, primeiramente da deformagé&o angular da ligagdo O-P-O, em 475,
512 e 580 cm™' para amostra HA400, 495, 560 e 596 cm' para a amostra HA200, e
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em 418 e 570 cm™ para a amostra HAP. Segundo, para a deformacgdo axial da
ligagdo P-O em 950 e 1198 cm™' para a amostra HA400, 946 e 1080 para a amostra
HA200 e 963, 1082 e 1186 cm™' para a amostra HAP. Na regido entre 1400 e 1500,
foi atribuida uma banda referente aos grupos carbonatos que se encontram
adsorvidos na amostra devido a exposi¢ao ao ar durante a sintese, essa banda se
encontra em 1470, 1462 e 1453 cm™ para as amostras HA400, HA200 e HAP
respectivamente. Por ultimo, na regido de 3500 a 3600, uma banda referente a
deformagdo angular do OH estrutural da hidroxiapatita (156) em 3568, 3564 e
3570cm™ para as amostras HA400, HA200 e HAP respectivamente. Destaca-se que
essa banda na amostra HAP é mais intensa e mais fina comparada as bandas das
amostras porosas, essa banda esta relacionada com a cristalinidade da HA (142).

Para as amostras de hidroxiapatita com alendronato era esperado observar
em seus espectros bandas referentes aos dois materiais. Na amostra HA400AL, as
bandas em 476 e 560 cm' foram atribuidas a deformag&o angular da ligagdo O-P-O
e em 946 e 1067 cm™ a deformacgdo axial da ligagdo P-O todas pertencentes ao
grupo fosfato. A banda em 1218 cm™' pode ter diferentes atribuigcbes, a deformacao
angular da ligagdo H-O-P e a deformacgio axial da ligagdo C-N. Em 1632 cm'a
banda pode ser atribuida a deformagao angular da ligagdo N-H e por ultimo a banda
em 3570 cm™ ao OH estrutural da HA. Para as amostras HA200AL e HAPAL, os
espectros obtidos e a atribuicdo das suas bandas foram semelhantes ao da amostra
HA400AL. Na amostra HA200AL foram observadas bandas em 421, 456, 560 e
580cm! referentes a ligagdo O-P-O, em 964 e 1060cm™" a ligagdo P-O, em 1218cm-’
referente a ligagdo C-N e a ligagdo H-O-P, em 1632 cm™' referente a ligagdo N-H e
em 3564 cm™ ao OH da HA. Para a amostra HAPAL foram observadas bandas em
437, 456, 495 e 560 cm™' (O-P-0), em 964 e 1063 cm™' (P-0), em 1218 cm™ (C-N e
H-O-P), em 1632cm™! (N-H) e em 3572 cm' (OH).

Em todas as amostras na regido entre 800 e 1300 cm™', é possivel observar
uma banda larga e intensa, com um perfil diferente do observado para os materiais
separados. Nessa regidao encontram-se bandas pertencentes tanto ao alendronato
como a hidroxiapatita, acredita-se que a sobreposicdo das bandas dos dois
materiais deu origem a essa banda mais larga. Apesar do resultado indicar que
houve a incorporacdo do alendronato na HA, n&o foi possivel observar se houve

deslocamento das bandas dos grupos fosfatos. Entretanto a interagdo intermolecular
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entre o AL e a HA ocorre também pelo grupamento anima, sendo assim observa-se
que em todas as amostras as bandas referentes a deformagao angular da ligagdo N-
H se encontram deslocadas em 10cm' em relagéo ao alendronato, para o farmaco a
banda foi encontrada em 1642 cm™ e para todas as amostras em 1632 cm™. O
deslocamento das bandas no infravermelho indicam que os ions presente na ligagéo
estdo sofrendo uma influéncia diferente do que acontecia anteriormente. Ou seja,
esse deslocamento pode indicar a formagao da interacdo esperada entre amina e os
ions Ca* (151).

4.2.3.2 Calorimetria exploratéria diferencial

Dando sequéncia as caracterizacdes, todas as amostras foram analisadas por
calorimetria diferencial exploratéria. A Figura 38 ilustra os termogramas do
alendronato, e das amostras HA400, HA200, HAP, HA400AL, HA200AL e HAPAL.
Como ja descrito anteriormente o alendronato apresenta trés eventos. Um
endotérmico em 131°C referente a perda de agua de hidratagdo, o segundo evento
endotérmico em 268°C corresponde ao ponto de fusdo do farmaco e o ultimo evento
exotérmico em 274°C a decomposicdo da amostra. A amostra HA400 possui dois
eventos endotérmicos sobrepostos um em 128°C e o outro em 144°C. Apesar da
amostra HA400 ter passado por um tratamento térmico prévio para a formacao da
fase HA, depois disso ela foi submetida a varios processos incluindo uma etapa de
lavagem, por isso esses eventos podem ser referente a perda de agua adsorvida na
apatita (157). Da mesma maneira a amostra HA400AL também possui apenas um
evento térmico, um pico largo endotérmico que comega em 47°C e vai até 267°C
com o maximo em 138°C, e que também pode ser atribuida a perda de agua. A
origem desse evento ndo € clara, sendo assim a perda de agua pode estar
relacionada apenas com o farmaco, com a hidroxiapatita ou mesmo com a propria
amostra, da mesma maneira que pode ser uma combinacdo desses eventos. A
amostra HA200 da mesma maneira que a amostra HA400, possui dois eventos
sobrepostos um em 114°C e outro em 137°C referente a perda de agua adsorvida,
observa-se também um evento endotérmico a 174°C. Para a amostra HA200AL,
observa-se um pico largo que comega em 54°C e termina em 243°C com o seu
maximo em 132°C, também referente a perda de agua. A amostra HAP possui um

evento térmico endotérmico, um pico alargado que comega em 10°C e termina em
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60°C. Nao foi possivel a atribuicdo do evento, pois a medida de DSC foi realizada
apdés a amostra sofrer um tratamento térmico a 700°C, o que eliminaria qualquer
presenca de componentes volateis e moléculas de agua. Ja a amostra HAPAL
apresenta um evento térmico endotérmico principal, um pico largo que comega em
35°C e termina em 188°C com o seu maximo em 82°C que pode ser atribuido a
perda de agua.
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Figura 38 - Curvas de DSC das amostras alendronato,HA400, HA400AL, HA200 e H200AL HAP e
HAPAL.
Fonte: Autor.
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A Tabela 15 resume os eventos térmicos suas atribuicoes.

Tabela 15 - Atribuicdo dos eventos térmicos para as diferentes amostras de HA porosa-AL.

Evento 1 Evento 2 Evento 3
Amostras  Tipo T(°C) Atribuicao Tipo  T(°C) Atribuicao Tipo T(°C) Atribuicao

HA400 Endo 128 Perdadeagua Endo 144  Perda de agua

HA200 Endo 114 Perdadeagua Endo 137 Perdadeagua Endo 174

HAP Endo 13 Endo 53

AL Endo 131 Perdadeagua Endo 268 Fuséo Exo 274 Decomposigio
de hidratagao

HA400AL Endo 138 Perda de 4gua

HA200AL Endo 132 Perdadeéagua Endo 304
HAPAL Endo 82 Perdade agua -

Fonte: Autor.

A partir dos resultados obtidos na analise de DSC foi possivel observar que
as amostras HA400AL, HA200AL e HAPAL possuem um evento térmico principal
relacionado a perda de agua. No geral ndo é possivel atribuir a origem dessa agua,
nas amostras HA400AL e HA200AL os eventos se encontram deslocados para
maiores temperaturas em relagdo ao evento do alendronato, e também se
encontram deslocados em relagdo a hidroxiapatita. Ja para a amostra HAPAL, o
unico evento térmico da amostra esta em uma temperatura muito abaixo ao evento
do farmaco, e a hidroxiapatita ndo apresenta um evento relacionado a perda de
agua. Esses resultados, juntamente com o que foi observado na espectroscopia no
infravermelho, onde as bandas referentes a ligacdo N-H da amina terminal presente
no alendronato estdo deslocadas a exatamente a 10cm™ em todas as amostras
podem indicar que o alendronato esta realmente interagindo com a hidroxiapatita

nas amostras.

4.2.3.3 Curvas e cinética de liberagdo do alendronato

Antes de realizar a curva de liberagdo para as amostras do compdsito
hidroxiapatita-alendronato, foi medida a quantidade de farmaco incorporada nas
amostras. Depois de realizada a incorporacdo, o sobrenadante foi retirado e foi
realizado o teste da ninidrina, a quantidade incorporada foi calculada pela

quantidade inicial de farmaco na solucdo menos a quantidade de farmaco obtida no
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sobrenadante das amostras ao final da incorporacéo (tépico 3.5.2. Os resultados
obtidos estao na Tabela 16.

Tabela 16 - Quantidade de alendronato incorporada nas amostras.

Quantidade Quantidade

Amostra incorporada  incorporada
(mg) (%)
HA400AL 8,56 85,6
HA200AL 8,26 82,6
HAPAL 6,01 60,1

Fonte: Autor.

Observa-se que para as amostras porosas foram incorporados mais de 80%
do farmaco e para a amostra HAPAL foi incorporado 60% do alendronato, o que no
geral € um 6timo resultado. A maior incorporagao do farmaco nas amostras porosas
€ devido a sua maior area de superficie, obtida por meio da presenca dos poros.
Quanto mais area de superficie mais sitios de interacdo com o farmaco sao
possiveis.

As curvas de liberagdo das amostras HA-AL estdo ilustradas na Figura 39.
Observa-se que depois de 72h para nenhuma das amostras a liberacdo passou de
35%. A amostra HAPAL apresentou a maior liberagcdo, exatamente com 35% em
72h. As duas amostras porosas apresentaram liberacdo menor que 25%, a amostra
HA400AL liberou um maximo de 24% em 72h, enquanto a amostras HA200AL
liberou um maximo de 20%. Os resultados indicam que a presenga dos poros levou
a uma liberacdo mais lenta do alendronato. Acredita-se que os poros criam um
impedimento e dificultam a difusdo do farmaco para o meio. Entre as amostras
porosas, a amostra com poros maiores apresentou uma maior liberacdo do que a
com poros menores, resultado que era esperado, pois o0 didmetro do poro tem uma

forte influéncia na taxa de liberacéao.
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Figura 39 - Curvas de liberagdo das amostras HA400AL, HA200AL e HAPAL.
Fonte: Autor.

A partir dos resultados de liberagao foi aplicado o modelo cinético de

Higuchi (Equacéo 8)
Q¢ = Kh\/E (8)

Onde Qt é a quantidade da substancia liberada no tempo t e Kn € a constante de
liberagdo para o modelo de Higuchi. Esse modelo é aplicado para matrizes pouco
soluveis, em que o processo de liberagdo € governado pela difusdo. Normalmente
também é aplicado para materiais mesoporosos, como silicas e fosfatos de
célcio(119).

O grafico plotado Qt x t'? para todas as amostras, esta ilustrado na Figura 40.

Farmaco liberado (%)

= HAPAL

e HA200AL

A HA400AL

Figura 40 — Curvas da quantidade de farmaco liberado (Q:) em fungdo da raiz quadrada do tempo
das amostras HAPAL, HA200 e HA400.
Fonte: Autor.
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Os coeficientes de correlagado obtidos para as curvas foram 0,99; 0,99 e 0,97
para as amostras HAPAL, HA200AL e HA400AL respectivamente, pode-se dizer
entdo que a cinética de liberagdo do alendronato seguiu o modelo de Higuchi.
Observa-se que para as trés amostras, o perfil obtido apresentou duas etapas, uma
referente a uma liberagao inicial rapida, seguida por uma liberacdo mais lenta. A
maioria dos trabalhos envolvendo cinética de liberagdo de farmacos em materiais
mesoporosos é freqientemente descrita usando o modelo de Higuchi (119) com um

perfil de liberacao em duas etapas.

4.3 Obtencao e caracterizacao do compoésito hidroxiapatita porosa -
Pluronic® - alendronato

4.3.1 Introdugao

Devido aos resultados obtidos na caracterizagdo das amostras de matriz
polimérica e alendronato e também dos resultados obtidos na liberagao que serao
discutidos posteriormente, foi escolhido o polimero F108 para a preparagao do

biocompdsito com HA e alendronato.

4.3.2 Espectroscopia na regiao do infravermelho

Em uma primeira etapa as amostras foram analisadas por espectroscopia na
regidao do infravermelho. A Figura 41 ilustra os espectros das amostras
F108HA400AL, F108HA200AL e F108HAPAL, juntamente com as amostras HA400,
HA200 e HAP além do alendronato e do polimero F108.
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Figura 41 - Espectro de absor¢éo na regido do infravermelho das amostras alendronato, HA400,
HA200, HAP, F108 e F108HA400AL, F108HA200AL e F108HAPAL.
Fonte: Autor.
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No espectro da amostra F108HA400AL (Figura 41) observa-se que apesar de
ser a juncdo de trés materiais diferentes, as bandas referentes ao polimero F108
encobrem quase todas as bandas referentes ao farmaco e a hidroxiapatita. As
bandas provenientes dos grupos fosfato presentes tanto na hidroxiapatita quanto no
alendronato que podem ser encontradas na faixa de 400 a 1200 cm™' estéo
encobertas por bandas do polimero relativas as cadeias carbdnicas (deformacgdes
angulares C-H entre 1150 e 1500 cm-’, vibrag&o axial C-C entre 800 e 1200 cm™), e
as vibragdes referentes ao grupamento éter (deformagao axial C-O-C 1085 e 1150
cm) e alcool (deformagéo axial C-O entre 1000 e 1200 cm-', deformacg&o angular O-
H entre 1420 e 1330 cm™). Também n&o é possivel confirmar a banda referente a
deformacgdo angular da amina em torno de 1600cm-!, entretanto observa-se um
ligeira diferenca no espectro do amostra F108HA400AL em relagdo ao polimero
F108 na faixa entre 1565 e 1840 cm™', que pode ser um indicativo da presenca da
banda de amina. A banda de deformacido axial do O-H referente ao alcool do
polimero que estaria na faixa de 3200 a 3550 cm™, que é bem nitida no polimero em
3480 cm™, ndo é observada na amostra, nesta faixa ela apresenta um perfil mais
parecido com a hidroxiapatita e o alendronato.

No geral o resultado obtido para a amostra F108HA200AL e para a amostra
F108HAPAL foi parecido com o da amostra F108HA400AL. As bandas referentes ao
polimero encobriram a maioria das bandas referentes ao farmaco e a hidroxiapatita,
também n&o é possivel atribuir a banda da amina, mas nota-se uma mudancga na
regido dessa banda em relagdo ao polimero. Em nenhuma das amostras foi
observada a banda da deformacao axial do alcool do polimero. Entretanto para a
amostra F108HAPAL ¢é possivel observar em 636 e 3568 cm-! bandas referentes a
deformagado axial e a deformagdo angular respectivamente do OH estrutural da

hidroxiapatita, que também é observada na amostra HAP.

4.3.3 Microscopia eletronica de varredura

Para analisar a morfologia dos biocompdsitos, foram obtidas micrografias
eletrénicas de varredura das diferentes amostras. A Figura 42 ilustra as micrografias
obtidas para a amostra F108HA400AL. Na Figura 42(a) € possivel observar regides

com muitos poros abertos, e regides com alguns cristais. Devido a natureza
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cristalina tanto do polimero quanto do farmaco, fica dificii uma atribuigéo.
Aproximando a imagem é possivel observar na Figura 42(b) uma regido em que
alguns poros foram encobertos pela modificagdo com o polimero, observa-se

também alguns cristais que sdo mais parecidos com os cristais do farmaco. Na

figura 42(c) é possivel observar poros modificados com o polimero.

Figura 42 - Micrografias eletronicas de varredura da amostra F108HA400AL.
Fonte: Autor.

A Figura 43 ilustra as micrografias obtidas para a amostra F108HA200AL. O
resultado é parecido com a amostra anterior, observa-se que a modificagdo com

polimero foi eficaz, e que a maioria dos poros permaneceram abertos.

Figura 43 - Micrografias eletronicas de varredura da amostra F108HA200AL
Fonte: Autor.

A Figura 44 ilustra as micrografias obtidas para a amostra F108HAPAL, n&o é
possivel observar os cristais de hidroxiapatita nela, toda amostra parece estar

revestida com o polimero.
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Figura 44 - Micrografias eletrénicas de varredura da amostra F108HAPAL
Fonte: Autor.

4.3.4 Calorimetria diferencial exploratéria

Por ultimo os bicompdsitos foram analisados por calorimetria exploratéria
diferencial. A Figura 45 ilustra os termogramas das amostras F108HA400AL,
F108HA200AL e F108HAPAL, das amostras HA400, HA200 e HAP e do alendronato

e polimero F108.
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Figura 45 - Curvas de DSC das amostras alendronato, HA400, HA200, HAP, F108, F108HA400AL,
F108HA200AL, F108HAPAL.

Fonte: Autor.
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Observa-se que a amostra F108HA400AL apresenta trés eventos térmicos
principais, um primeiro referente a fusdo do polimero F108 em 58°C e os outros dois
sobrepostos em 125 e 145°C referente a perda de agua. A amostra F108HA200AL
apresenta quatro eventos térmicos principais, um endotérmico a 59°C referente a
fusdo do F108, e trés endotérmicos a 128°, 133°C e 163°C referente a perda de
agua (157). Ja a amostra F108HAPAL apresenta cinco eventos principais, um
endotérmico a 58°C referente a fusédo do F108, trés endotérmicos a 113°, 126°C e
163°C referente a perda de agua e o ultimo endotérmico em 181°C. Os resultados
obtidos para todas as amostras indicaram a presenga dos trés materiais que as
compdem. Os eventos relacionados a fusdo do copolimero F108 estdo deslocados
apenas poucos graus para menores temperaturas em relagéo ao polimero que funde
a 61°C, o que indica que a cristalinidade do polimero foi pouco afetada. Ja os
eventos relacionados a perda de agua podem ser relacionados tanto com a
hidroxiapatita (perda de agua adsorvida) no caso das amostras que foram
preparadas com a HA400 e a HA200 quanto ao alendronato (perda de agua de
hidratacdo). Na amostra F108HAPAL esse evento sé pode ser atribuido ao
alendronato visto que a amostra HAP ndo possui nenhum evento nessa regido. A
Tabela 17 resume o0s eventos térmicos das amostras HA porosa-polimero-AL e suas

atribuigdes.

Tabela 17 - Atribuicdo dos eventos térmicos para as diferentes amostras de HA porosa-polimero-AL.

Evento 1 Evento 2 Evento 3
Amostras Tipo T(°C) Atribuicao Tipo  T(°C) Atribuigédo Tipo T(°C) Atribuicao
HA400 Endo 128 Perdadeégua Endo 144  Perda de &gua
HA200 Endo 114 Perdadeédgua Endo 137 Perdadeégua Endo 174
HAP Endo 13 Endo 53 - - - -
AL Endo 131 Perdadeédgua Endo 268 Fuséo Exo 274 Decomposicéo
de hidratagéo
F108 Endo 61 Fuséo - - - - - -
F108HA400AL Endo 58 Fuséo Endo 125 Perdadeéagua Endo 145 Perda de agua
F108HA200AL Endo 59 Fusdo Endo 128 Perdadeéagua Endo 139 Perda de agua
F108HAPAL Endo 58 Fuséo Endo 126 Perdadeéagua Endo 181 -

Fonte: Autor.
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4.3.5 Curvas e cinética de liberagao do alendronato

Depois de analisadas as curvas dos outros dois materiais, foi realizada a
curva de liberacdo para os compdsitos hidroxipatia porosa-F108-alendronato. A
Figura 46 ilustra as curvas de liberagdo obtidas para as amostras de biocompdsito
hidroxiapatita-Pluronic®-alendronato.

<
>~
=
@©
2
=
)
>
£
5
O
o
uS
o
@©
—
(]
2
3

F108HA400AL
F108HA200AL
F108HAPAL

T T T T T T T
40 60 80 100

Tempo (min)

Figura 46 - Curvas de liberagdo das amostras F108HA400AL, F108HA200AL e F108HAPAL.
Fonte: Autor.

Observa-se que as amostras F108HA200AL e F108HAPAL, possuem uma
liberagdo rapida, alcangando o maximo de liberacdo aproximadamente em 100
minutos. A amostra F108HA400AL apresenta um comportamento distinto das
restantes, ela alcanga um maximo de liberagao de 80% em 80 minutos e permanece
constante nesse valor, ndo alcangando o 100%. Medidas foram realizadas apds 24h
e a liberagdo continuou em 80%. O perfil de liberacdo dessa amostra se mostrou
muito interessante, ela apresenta um burst inicial, e depois acredita que os 20%
restantes do farmaco irdo ser liberados apenas durante a remodelagcdo 6ssea do
tecido hospedeiro. No geral esses resultados indicam que a amostra F108HA400AL

apresenta potencial para ser usada como enxerto 6sseo. Obviamente, ainda se



113

fazem necessarios mais testes, principalmente testes bioldgicos tanto in vitro quanto
in vivo.

A partir dos resultados de liberagdo foi aplicado o modelo cinético de
Korsmeyer-Peppas. Esse modelo foi escolhido devido a natureza das amostras que
possuem tanto um material poroso pouco soluvel quanto um polimero hidrofilico. O
modelo de Korsmeyer-Peppas € geralmente usado para analisar a liberagdo quando
0 mecanismo nao esta bem esclarecido, ou quando mais de um fendbmeno pode
estar envolvido(125).

O gréfico plotado log (M/M-) x log (t) (linearizagédo através do logaritmo) para
todas as amostras, esta ilustrado na Figura 47.
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Figura 47 - Curvas da fragdo de farmaco liberado (M/Mx) em fungéo do tempo das amostras
F108HA400AL, F108HA200AL, F108HAPAL.
Fonte: Autor.

Os valores obtidos de R? e ) para cada amostra estio descritos na Tabela 18.

Tabela 18 - Valores obtidos a partir do ajuste linear do grafico log (M¢/M-) x log (t).

Amostras R? n K

F108HA400AL 0,95 0,20+0,02 0,50+ 0,01
F108HA200AL 0,97 0,22+0,02 0,36+ 0,02
F108HAPAL 0,93 0,12+ 0,02 0,52+ 0,02

Fonte: Autor.
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Os coeficientes de correlacdo obtidos para as amostras foram 0,95; 0,97 e
0,93 para F108HA400AL, F108HA200AL e F108HAPAL respectivamente. O que
mostrou uma linearidade baixa em relagdo ao modelo Korsmeyer-Peppas. A partir
do coeficiente angular das curvas foram obtidos os valores de n. Observou-se para
todas as amostras que o valor de n foi menor que 0,5. De acordo com Basak, Kumar
e Ramalingam (158) valores de n abaixo de 0,5 indicam que o mecanismo que
controla a liberagao € quase Fickiano, ou seja, 0 mecanismo principal € a difusao do
farmaco. Entretanto, o modelo nado parece servir para descrever a cinética das
amostras. O grafico plotado, parece apresentar uma liberagcdo em duas etapas, com
a segunda parte linear.
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5. CONCLUSOES

O método da dispersdo séblida foi usado para incorporar o farmaco
alendronato na matriz polimérica formada por copolimeros de PEO-PPO. As analises
de difratometria de raios X e calorimetria exploratéria diferencial indicaram que
houve a incorporagdo do farmaco, e que este se encontra em uma menor
cristalinidade na matriz polimérica. Além disso pode-se concluir também que o
alendronato se encontra melhor disperso, possivelmente em uma solucao sélida na
amostra F108AL2.

A preparacéao da hidroxiapatita porosa comegou com a sintese das esferas de
silica. Utilizando o método de Stober (75) foi possivel sintetizar esferas de silica de
diferentes tamanhos na ordem de 200 e 400nm, as quais foram caracterizadas e
usadas para preparar um molde empacotado de esferas. Os moldes foram
preparados por sedimentagcdo gravitacional e os resultados da microscopia
eletrébnica de varredura mostraram uma organizagdo compacta e um
empacotamento hexagonal das esferas no molde. Para a preparagdo da HA porosa
utilizou-se os moldes de esferas de silica e o precursor de HA, obteve-se um
material com poros bem organizados e tamanhos na ordem de 350nm e 170nm
utilizando moldes com esferas de silica no tamanho de 400nm e 200nm
respectivamente. Por meio da analise de difratometria de raios X foi possivel
confirmar a remoc¢ao da silica bem como a presenca da fase hidroxiapatita indicando
que o método de preparacdo ndo modificou o material.

Utilizando as amostras de hidroxiapatita porosa, o alendronato foi diretamente
incorporado nelas, baseando-se na interacdo do ion calcio da hidroxiapatita com os
ions fosfato e amina do alendronato. A analise de espectroscopia no infravermelho
indicou a presenca de bandas de amina indicando o sucesso na incorporagado do
farmaco na hidroxiapatita. As analises de DSC também indicaram a formagéo da
interacao.

Baseando-se nos resultados obtidos o polimero F108 foi escolhido para a
modificacdo dos moldes porosos e incorporacdo do alendronato. As analises de
infravermelho e DSC indicaram a presenca da hidroxiapatita, do polimero e do
farmaco. Com os resultados de microscopia eletrénica de varredura foi possivel

observar que todas as amostras foram eficazmente modificadas com o polimero.
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Os resultados obtidos em relagado as curvas de liberagdo para as amostras
polimero-farmaco mostraram que o maximo de liberagao foi alcangado em 120min, a
amostra F68AL2 apresentou a liberagdo mais rapida alcangando quase 100% em
120 minutos e a amostra F108AL2 apresentou a liberagdo mais lenta liberando 90%
em 120 minutos. O resultado foi coerente com a hidrofilicidade dos polimeros. Para
as amostras hidroxiapatita-alendronato a incorporagdao do farmaco nas amostras
porosas foi maior que 80% e para a amostra HAPAL foi de 60%. Ja nas curvas de
liberagdo, o maximo de liberagao alcangado foi para a amostra sem poros com 35%
em 72h, enquanto para as amostras porosas, onde a presencga dos poros dificulta a
difusdo do farmaco, as curvas de liberagdo alcangaram um maximo de liberagdo de
24% em 72h. Para as amostras hidroxiapatita-Pluronic®-alendronato as amostras
F108HA200AL e F108HAPAL alcangaram o maximo de liberacdo aproximadamente
em 80 minutos. Ja a amostra F108HA400AL apresentou um comportamento distinto,
alcangcou um maximo de liberacdo de 80% em 100 minutos e o restante nao foi
liberado mesmo depois de 24h.

Levando em consideragdo a aplicagao bioldgica, o perfil de liberacdo das
amostras de HA-AL s&o mais interessantes, a liberacdo lenta seria mais adequada
para o tipo de aplicacdo desejada nesse trabalho. Entretanto os materiais com HA
porosa-Pluronic®-alendronato, apenar da liberagdo rapida, possuem caracteristicas
interessantes: adicionar o polimero aumenta a resisténcia mecanica da ceramica,
existe a possibilidade de se adicionar outros tipos de farmaco inclusive hidrofdbicos,
trabalhos indicam que esses copolimeros apresentam atividade antitumoral (78) o
que ampliaria o uso desse material ndo somente para osteoporose. Sendo assim,

conclui-se que os dois materiais tem potencial para a aplicagéo biolégica.
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Capitulo 11

Ensaios 1m vitro
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1. INTRODUCAO - OBJETIVOS

Este segundo capitulo abordara os testes in vitro, realizados para os
diferentes biocompadsitos sintetizados e caracterizados no capitulo anterior.

Os ensaios in vitro foram todos realizados durante o periodo de doutorado
sanduiche (seis meses), sob a supervisdao da Prof? Dr? Elisabeth Engel no grupo de
Biomaterials for regenerative therapies, no Instituto de Bioengenharia da Catalunha
(IBEC-Barcelona). Durante os testes houve problemas com os biocompdsitos HA-
F108-AL, pois da maneira como foram preparadados n&do eram estaveis por mais de
24h no meio de cultura. A solugdo foi sintetizar novos compdsitos. Primeiramente
para “dar forma” a HA, foram utilizados moldes de teflon e preparados discos de HA.
Segundo, para aumentar a estabilidade do Pluronic® no meio de cultura, a ideia foi
sintetizar um hidrogel com alginato. O alginato com a adigdo de cations divalentes
sofre reticulagdo produzindo géis com alta forca mecéanica, o que impediria uma
rapida erosdo do gel em contato com o meio de cultura, enquanto o Pluronic® ficaria
protegido na rede do alginato.

Sendo assim, um novo biocompdsito também foi preparado nessa etapa,
composto por um disco de HA e hidrogel de alginato com Pluronic® o qual
incorporaria o alendronato.

Desta maneira, os objetivos especificos desse capitulo sao:

-Isolar osteoclastos da tibia de ratos adultos e da calvaria de ratos recém-nascidos e
caracterizar,

-Isolar osteoblastos da calvaria de ratos adultos e caracterizar;

-Semear os osteclastos nos biocompdésitos, quantificar (colorimetria da fosfatase
acida tartarato-resistente) e avaliar a sua atividade (atividade da fosfatase acida
tartarato-resistente);

-Semear os osteoblastos nos biocompdsitos e avaliar a sua atividade (atividade da

fosfatase alcalina).
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Alginato

O alginato (ALG) € um polimero aniénico de ocorréncia natural tipicamente
obtido a partir de algas marrons, incluindo Macrocystis pyrifera, Laminaria
hyperborea, Ascophyllum nodosum (159-161) e varias cepas de bactérias
(Azotobacter, Pseudomonas) (162). Este termo geralmente se refere ao acido
alginico e seus sais, mas também pode ser usado para todos os derivados do acido
alginico (159).

O alginato tem sido amplamente investigado e usado para muitas aplicagdes
biomédicas, devido a sua biocompatibilidade, baixa toxicidade, custo relativamente
baixo e reticulagao pela adigdo de céations divalentes como o Ca?*(163). Os hidrogéis
de alginato podem ser preparados por varios métodos de reticulagdo, e sua
semelhangca estrutural com matrizes extracelulares de tecidos vivos permitem
aplicacbes amplas na cicatrizacdo de feridas, entrega de agentes bioativos como
pequenos farmacos e proteinas, e transplante de células. Os curativos para feridas
com alginato mantém um microambiente fisiologicamente umido, minimizam a
infecc&o bacteriana no local da ferida, e facilitariam a cicatrizagdo. As moléculas de
farmacos, desde pequenas moléculas quimicas até proteinas macromoleculares,
podem ser liberadas a partir de géis de alginato de maneira controlada, dependendo
dos tipos de reticuladores e dos métodos de reticulagdo. Além disso, os géis de
alginato podem ser administrados oralmente ou injetados no corpo de forma
minimamente invasiva, o que permite aplicagdes variadas na industria farmacéutica
(164). Os géis de alginato também sao promissores para o transplante celular na
engenharia de tecidos. A engenharia de tecidos visa fornecer substituicées de tecido
e orgéos artificiais a pacientes que sofreram a perda ou falha de um 6rgéo ou tecido
(165). Nesta abordagem, os hidrogéis s&o usados para entregar as células ao local
desejado, proporcionar um espago para a formacéo de novos tecidos e controlar a
estrutura e fungao do tecido manipulado (164,166).

O alginato é um copolimero linear constituido de residuos de acido B-D-
manurénico (M) e acido a-L-gulurénico (G) unidos por ligagdes do tipo 1-4. Estes

podem estar dispostos em blocos homogéneos (poli-G, poli-M) ou heterogéneos
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(MG). Com relacéo a fonte de origem do material, o ALG comercial pode diferir em
composigéo e na sequéncia de blocos G e M (Figura 48) (159).

~00C

OH ~00C OH

OH

1,4 &cido o-L-gulurdnico 1,4 &cido B-D-manurodnico
~00C ~00C
-00C ()H o& \m
- \0 00C OH
~00C ~00C
G M M G G

MGMG GGGG VIGMG
c)

Bloco Bloco Bloco Bloco
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Figura 48 - Estrutura do ALG: (a) mondmeros, (b) conformacgao da cadeia e (c) distribuicao de blocos.
Fonte: SZEKALSKA (2016, p. 2) (159).

O peso molecular dos alginatos de sodio comercialmente disponiveis varia
entre 32.000 e 400.000 g/mol. Aumentar o peso molecular do alginato pode melhorar
as propriedades fisicas dos géis resultantes. No entanto, uma solugdo de alginato
formada a partir de um polimero de alto peso molecular torna-se muito viscosa, o
que muitas vezes n&o € desejavel no processamento (167).

O alginato é tipicamente usado na forma de hidrogel em biomedicina. Os
hidrogéis sao redes tridimensionalmente reticuladas, compostas por polimeros
hidrofilicos com alto teor de agua. Os hidrogéis sdo frequentemente biocompativeis,
pois sao estruturalmente semelhantes a componentes baseados em
macromoléculas do corpo (168). A reticulagdo quimica e/ou fisica de polimeros
hidrofilicos sdo abordagens tipicas para formar hidrogéis e suas propriedades fisico-
quimicas sao altamente dependentes do tipo de reticulacdo e da densidade de

reticulacédo, além do peso molecular e composigao quimica dos polimeros (164,169).
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O método mais comum para preparar hidrogéis a partir de uma solugao
aquosa de alginato é combinar a solugdo com agentes de reticulagédo ibnicos, tais
como cations divalentes (isto &, Ca?*). Acredita-se que os cations divalentes se
liguem apenas aos blocos de guluronato das cadeias do alginato, uma vez que a
estrutura dos blocos de guluronato permitem um alto grau de coordenagao aos ions
divalentes (164). Os blocos de guluronato de um polimero formam entdo junc¢des
com os blocos de guluronato de cadeias de polimero adjacentes no que € chamado
de modelo de reticulagdo de caixa de ovo, resultando em uma estrutura de gel
(Figura 49) (170,171). O cloreto de calcio (CaClz) € um dos agentes mais
frequentemente utilizados para reticular ionicamente o alginato. Contudo,
normalmente leva a uma gelificagdo rapida e mal controlada devido a sua elevada
solubilidade em solug¢des aquosas. Uma abordagem para uma gelificacédo mais lenta
e controlada é utilizar um tampao contendo fosfato, os grupos fosfato no tampao iréo
competir com os grupos carboxilato do alginato na reagdo com os ions calcio,
retardando assim a gelificagdo. O sulfato de calcio (CaSOs4) e o carbonato de célcio
(CaCO0s), que possuem solubilidades mais baixas em agua, também podem retardar

a taxa de gelificacdo e ampliar o tempo de formac&o dos géis de alginato (164).
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Figura 49 - Hidrogel de alginato preparado por reticulagéo i6nica (modelo da caixa de ovo).
Fonte: JUAREZ; SPASOJEVIC; FAAS; DE VOS (2014, p.5) (171).
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A taxa de gelificagdo é um fator critico no controle da uniformidade e forga do
gel ao usar cations divalentes, e uma gelificagcdo mais lenta produz estruturas mais
uniformes e com maior integridade mecéanica (172). A temperatura também
influéncia na taxa de gelificagdo e nas propriedades mecanicas dos géis. Em
temperaturas mais baixas, a reatividade dos agentes de reticulagdo iGnicos é
reduzida e a reticulagdo torna-se mais lenta. A estrutura da rede resultante tem
maior ordem, levando a propriedades mecanicas aprimoradas (173). Além disso, as
propriedades mecanicas dos géis de alginato ionicamente reticulados podem variar
significativamente de acordo com a estrutura quimica do alginato. Por exemplo, os
géis preparados a partir de alginato com um alto teor de residuos G apresentam
maior rigidez do que aqueles com uma pequena quantidade de residuos G (164).

Uma desvantagem critica de géis de alginato ionicamente reticulados € a
limitada estabilidade a longo prazo em condigbes fisiologicas, porque esses geéis
podem ser dissolvidos devido a liberacdo dos ions divalentes nos meios

circundantes devido a reagdes de troca com cations monovalentes (164).
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3. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1 Reagentes e materiais

Os solventes empregados neste trabalho foram: etanol absoluto (Panreac,

absoluto, grau PA), etanol 70% (Panreac) e agua Mili Q. Todos os reagentes

utilizados estao listados na Tabela 19.

Tabela 19 - Reagentes utilizados nos experimentos.

Reagentes Formula molecular

Procedéncia

Pluronic® F-127 (CsHeO. CzH40)x

Aldrich, MM 12.600

Alendronato de sodio C4H1gNNaO1oP2 Galena
Polivinilpirrolidina (CeHaNO)n Aldrich, MM 1.300.000
4-nitrofenilfosfato disodico CeHaNNa,0gP.6H:0 Aldrich, tablete
Hidroxido de sodio NaOH Panreac, PA
Alginato de sodio Aldrich, algas marrons
B-glicerolfosfato CsH7Na20sP.xH20 Aldrich, 99,0%
Cloreto de calcio CaCl, Aldrich, >96%
4' 6-diamidino-2-fenilindol C16H15N5.2HCI Aldrich, 98%
Solug&o Tirk Merk Millipore, contagem de leucdcitos
Dexametasona CazH29FOs Aldrich, >97%
L-ascorbico 2-fosfato CeHsNa3OgP.xH,0 Aldrich,>95%
DMEM, a-MEM, Adv-MEM Invitrogen Gibco
Soro fetal bovino Invitrogen, EU aprovado (América do sul)
Fetal clone | GE Healthcare
Penicilina e L-glutamina Invitrogen
Tripsina (Tryple Express Stable) Invitrogen Gibco
DMSO (CH3)2SO Aldrich, biologia molecular.
Alamar blue® Trek Diagnostics Systems
Acetato de sddio CoH30:Na Aldrich, 99%
Tartarato de sodio C4H4Na06.2H,0 Aldrich, <98%
Paraformaldeido Electron Microscopy Sciences, solugéo 4%
Faloidina Cytoskeleton
Vermelho de alizarina C14H7Na0;S Aldrich, certificado para uso bioldgico.
Triton® X-100 BioXtra (C2H40)nC14H220 Aldrich, MM 625, MCM 80.000

Fonte: Autor.
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3.2 Preparacao dos discos de hidroxiapatita

Para a realizagcdo dos testes in vitro foi necessaria uma adaptacao da
preparacdao das amostras, conforme foi descrito na introducdo do capitulo e mais
explicacdes serao dadas nos resultados e discussdo. Sendo assim a hidroxiapatita
porosa (HA400) foi macerada até a obtengdo de um p6 muito fino, 100mg desse po
foi misturado a 100ul de uma solugéo de polivinilpirrolidina 10% em agua, a mistura
foi colocada em moldes de teflon, com formato circular (diametro de 0,5 cm e
espessura de 0,5 cm). O material foi deixado secar a temperatura ambiente durante
24h, e depois retirado do molde. Os discos obtidos foram submetidos a um

tratamento térmico a 700°C durante 2h para a eliminagdo da matéria organica.

— S ol ‘

Figura 50 - Fotografia do molde de teflon utilizado para a preparacéo dos discos de HA.
Fonte: Autor.

3.3 Preparacao do compodsito hidroxiapatita-alendronato

Em um eppendorf foi adicionado um disco (100mg) da amostra de
hidroxiapatita porosa. Uma solugdo de alendronato (10mg/mL) foi preparada
previamente e uma aliquota dessa solucdo foi adicionada ao eppendorf,
dependendo da concentragdo desejada. A mistura foi encubada a 200 rpm durante
24h a 37°C. Subsequentemente o compdsito hidroxiapatita-alendronato foi lavado

com agua e centrifugado a 9000 rpm por quatro minutos para remover o farmaco
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que ficou apenas adsorvido fisicamente, o procedimento foi repetido trés vezes.
Foram preparadas duas amostras, uma com 1mg de alendronato e outra com 0,1mg
que foram nomeadas de HAAL-1,0 e HAAL-0,1.

Aliguota solugao de alendronato

| a— N

i [

Disco de 200 rpm a 37°C i
Centrigugada a 9000 rpm
100mg HA400 24h 3094 minutos ok

Figura 51 - Esquema da preparagao do compdsito HAAL.
Fonte: Autor.

3.4 Preparacao do gel alginato-Pluronic®

O gel de alginato-Pluronic® foi preparado com uma porcentagem (m/m) em
agua de 2% de alginato e 18% de Pluronic® F127. A 7°C sob agitagdo constante, o
p6é de alginato foi adicionado lentamente na agua até sua total solubilizagao,
subsequentemente o Pluronic® F127 foi adicionado e mantido sob agitacdo até a
formacdo de um gel transparente. Antes de ser utilizado o gel ficou armazenado a
4°C durante 24h. Também foi preparado um gel com alendronato. No geral, a
preparagao se deu da mesma maneira do que o gel anterior, a diferenga é que uma
quantidade determinada de alendronato foi solubilizada na agua, antes do alginato

ser adicionado. A concentragao final de alendronato no gel era de 1mg/mL.

Alginato Pluronic

Agua e
: — B 4°C
durante 24h
Agitacao Agitagao
7°C 7°C

Figura 52 - Esquema da sintese do gel alginato-Pluronic®.
Fonte: Autor.
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Sendo assim duas amostras foram preparadas a GEL (alginato + F127) e a
GELAL (alginato + F127 + alendronato).

3.5 Preparacao do composito hidroxiapatita-gel-alendronato

Para a preparacao do biocompdsito, 100mg do gel foi adicionado em um pogo
(placa com 96 pogos) contento um disco de hidroxiapatita. O biocompdsito foi entéo
incubado a 37°C por no minimo uma hora. 100yl de CaClz foi adicionada para
realizar a reticulagdo do alginato, e o compdsito foi incubado novamente a 37°C
agora durante no minimo 3h. Foram preparadas duas amostras, uma com HA e o
gel sem alendronato e outra com HA e o gel com alendronato, estas foram
nomeadas de HAGEL e HAGELAL.

100mg gel

100upL de CaCly

s
. '*l X

X)

37°C
3h

$I

)
)

X

Biocomposito HA-gel-ALN

Figura 53 - Esquema de preparacéo do compdésito HAGEL e HAGELAL.
Fonte: Autor.

3.6 Esterilizacao das amostras

Antes de realizar os testes com as ceélulas, todas as amostras foram
esterilizadas com etanol 70% e uv-vis. As solugdes utilizadas foram filtradas em
membranas de 20um.
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3.7 Procedimentos com células

Durante os testes in vitro, foram utilizados quatro tipos diferentes de células e

diferentes procedimentos de analise.

3.7.1 Meios de cultura

As composicdes de todos os meios de cultura utilizados para a realizagao dos

experimentos foram listados na Tabela 20.

Tabela 20 — Meios de cultura utilizados durante os experimentos.

Células/tipo de meio Composicao dos meios de cultura
Osteoclastos/ normal o-MeM, 5% fetal clone | e 1% penicilina

Osteoclastos/ o-MeM, 5% fetal clone |, 1% penicilina, 60 ng/mL M-CSF (fator estimulador de

o coldnias de macréfagos) e 40 ng/mL Rank-L (ligante do receptor ativador de fator
osteoclastogénese
nuclear kB).

Osteoblastos/ normal DMeM, 10% soro fetal bovino, 1% penicilina e 1% L-glutamina

Osteoblastos/ o—MeM, 10% soro fetal bovino, 1% penicilina, 1% L-glutamina, 1mM dexametasona,

osteogénico 10mM B-glicerolfosfato e 100uM acido L-ascorbico 2-fosfato.
Fibroblastos / normal DMeM, 10% soro fetal bovino, 1% penicilina e 1% L-glutamina.
Mesenquimais/ normal Advanced MeM, 10% soro fetal bovino, 1% penicilina e 1% L-glutamina

Fonte: Autor.

3.7.2 Isolamento osteoclastos

Neste trabalho os osteoclastos foram isolados de duas maneiras, da tibia de
ratos (C57/bl6) de seis semanas e da calvaria de ratos (C57/bl6) recém nascidos,
entretanto o procedimento realizado foi 0 mesmo.

Imediatamente apds o isolamento dos ossos, estes foram limpos e cortados
dentro de uma placa de petri contendo 3mL de meio de cultura normal com 100 pl de
heparina. Os fragmentos foram entdo recolhidos e passados para um almofariz
contendo 5mL do meio de cultura. Com um pistilo, os ossos foram macerados até
observar que todo o sangue foi liberado. Utilizando uma seringa de 5mL com agulha
de 21G, a solugéo foi sugada e esguichada sob os ossos pelo menos 3 vezes até a

obtencdo de uma solugdo homogénea. Subsequentemente, a solugéo foi pipetada,
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filtrada (filtro celular) e coletada em um tubo de 50mL. Mais 5mL do meio de cultura
foi adicionado no almofariz e o procedimento foi repetido até a coleta no tubo da
centrifuga. As células em suspenséao coletadas foram centrifugadas a 300g por 10
minutos. O sobrenadante foi descartado, o pellet foi gentiimente resuspendido com
10mL de meio de cultura e a solugao foi centrifugada novamente.

Apos descartar o sobrenadante o pellet foi resuspendido novamente em 1mL
de meio de cultura. Em seguida, em um eppendorf 4ul da solugao celular foi
pipetada com 16ul de solugdo Tiirk (colore as celular nucleadas), a mistura foi
agitada e adicionada na camara de Neubauer para contagem celular.

Apds a contagem, as células foram diluidas para uma concentragao de 1,3
108 células/mL. Em uma placa de 96 pogos, 75ul da suspenséo celular foi semeada
em cada pogo com 75ul de meio para osteoclastogénese. A metade do meio de
cultura foi trocada durante sete dias.

A Figura 54 ilustra uma fotografia tirada durante o procedimento de
isolamento dos osteoclastos. Na Figura 54(a) € possivel observar os ossos da tibia
dos ratos na placa de petri e na Figura 54(b) os ossos ja macerados dentro do

almofariz.

Figura 54 - Fotografias do procedimento de isolamento dos osteoclastos (a) e (b).
Fonte: Autor.

3.7.3 Isolamento osteoblastos

Neste trabalho os osteoblastos foram isolados da calvaria de ratos (C57/bl6)

de seis semanas.



129

Em sequéncia a remocéo das calvarias, estas foram incubadas em um banho
agitador (80 rpm) a 37°C durante 20 minutos, em um tubo contendo 10mL de meio
de cultura normal com 1mg/mL de colagenase. Apds a incubagao, o meio de cultura
foi aspirado e descartado tomando cuidado para ndo encostar nas calvarias. Mais
10mL do meio com colagenase foi adicionado no tubo e as calvarias incubadas
novamente a 80 rpm por 20 minutos a 37°C. Mais uma vez a solugéo foi descartada
e o procedimento anterior repetido s6 aumentando o tempo de incubacio para 30
minutos. Ao final da terceira digestdo, a solugao celular foi pipetada, filtrada e
coletada em um tubo de 50 mL. Foram realizadas mais duas digestdes nas calvarias
repetindo todo o procedimento, as digestdes 4 e 5 também foram coletadas no tubo
de 50mL. Ao final de todas as coletas, a suspenséao celular foi centrifugada a 300g
por 5 minutos e o pellet resuspenso em 15mL de meio de cultura, as células foram
contadas e semeadas em uma placa com 24 pocgos, com meédia de 20.000 células
por poco durante 21 dias. O meio de cultura osteogénico foi trocado a cada trés dias.

3.7.4 Fibroblastos e células mesenquimais

Os fibroblastos e as células mesenquimais utilizadas neste trabalho n&o foram
isoladas, foram utilizadas células que ja pertenciam ao grupo de pesquisa da Prof2

Dr@ Elisabeth Engel, com um passagem de no maximo sete.

3.7.5 Tripsinizagao e criopreservagao

O procedimento de tripsinizacdo € usado para remover as células cultivadas
(aderidas) em um frasco quando estas estao confluentes. Depois de tripsinizadas as
células podem ser cultivadas em outro frasco ou criopreservadas. Durante os testes
celulares esse procedimento foi realizado para contar e semear quantidades
especificas de células, o restante que nao era utilizado passava por um processo de
criopreservagao. Para a tripsinizacdo as células que estavam confluentes foram
lavadas duas vezes com tampao fosfato e submetidas a uma solugéo de tripsina
durante 5 minutos a 37°C. Em seguida a enzima foi inativada pela adigcdo de meio de
cultura. A suspensédo celular foi pipetada, coletada e centrifugada a 300g por 5

minutos. O sobrenadante foi descartado, o pellet resuspenso, e as células foram
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contadas e semeadas nas amostras ou em outros frascos, de acordo com o que era
necessario. As células em suspensao restantes para serem criopreservadas foram
centrifugadas novamente a 300g por 5 minutos, e apds o sobrenadante ser
descartado uma mistura de 0,9mL de soro fetal bovino com 0,1mL de DMSO foi
adicionada, a solucao foi entdo pipetada para um tubo de criopreservacéo,e este
submetido a um abaixamento criostatico até atingir a temperatura de -70°C durante

24h, para depois ser armazenado em nitrogénio liquido.

3.7.6 Semeacao das células nas amostras

Antes de semear as células, os biocompoésitos foram esterilizadas com uv
durante 20 minutos e incubadas a 37°C com meio de cultura por 30 minutos. Com a
suspensao celular ja preparada e concentragdo conhecida, o meio anterior foi
retirado e a quantidade especifica de célula foi semeada sobre as amostras. Apos
30 minutos de incubacao foi adicionado meio de cultura suficiente para cobrir as
amostras.

Os tempos de cultura de cada tipo de célula com as amostras variaram muito
dependendo do ensaio utilizado, por isso estes serdo descritos durante os
resultados e discussdes de cada teste. Sempre que uma quantidade de células era
semeada nas amostras também era semeada a mesma quantidade em pog¢os vazios

como controle.

3.7.7 Ensaios

3.7.7.1 Viabilidade celular - Alamar blue®

Um dos testes realizados para medir a viabilidade celular foi o do alamar
blue®. O alamar blue® é um indicador de oxi-reducdo que usa o poder redutor das
células vivas para medir quantitativamente a proliferacdo das mais diversas
linhagens celulares tanto humanas quanto animais. A resazurina principio ativo do
alamar blue®, um composto azul e virtualmente nao fluorescente, permeia dentro da
célula e se reduz a resorufina, um composto rosa e altamente fluorescente (Figura

56). O mecanismo pelo qual este processo ocorre ainda ndo esta bem esclarecido,
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entretanto acredita-se que este ocorra por reacdes quimicas ou enzimaticas em
células viaveis (174). Um dos mecanismos propostos € que nas mitocondrias, as
enzimas mitocondriais, portadoras de atividades diaforase, como a NADPH
desidrogenase, sao provavelmente responsaveis pela transferéncia de elétrons de
NADPH + H* para resazurina, que € reduzida a resorufina. Sendo assim, com esse
ensaio, por meio de uma curva padrao é possivel determinar quantitativamente o

numero de células usando tanto fluorescéncia como absorbancia (174).

Resazurina

HO O o

HO (o] o]

Resorufina

igu - u 3 uzi : zurina, uzi
Figura 55 - O alamar blue® nao reduzido corresponde a resazurina, e reduzido corresponde a
resorufina.
Fonte: Autor.

Para a curva padrdo, numeros de células conhecidos foram semeados em
uma placa com 24 pocgos, todos em triplicata. Apds 4h de incubagao a 37°C, tempo
para que as células se aderissem a placa, o meio de cultura foi retirado e substituido
por 400ul de uma solugdo 10% alamar blue® em meio de cultura. A placa foi coberta
com papel aluminio para proteger da luz e foi incubada a 37°C por mais 4h. Em um
ambiente sem luz, 100ul de cada poco foi pipetado para uma placa de 96 pocos, o
procedimento foi realizado em triplicata. A fluorescéncia das solugdes presentes na
placa foram medidas em um leitor de microplaca (Infinite M200 Pro) com uma
intensidade de excitagao de 530 e uma emisséo de 590.

O procedimento para as amostras foi basicamente o mesmo realizado para a
curva padrao. Utilizando amostras com células previamente aderidas, o meio de
cultura foi substituido por 400ul da solugdo de alamar blue®, apds 4h incubadas

100ul de cada pocgo foi pipetado para uma placa de 96 pocgos e a fluorescéncia foi
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medida por meio de um leitor de microplacas (Infinite M200 Pro). O ensaio de
viabilidade foi realizado no minimo um dia depois que as células foram semeadas
nas amostras, ao final do ensaio, as amostras foram lavadas 3 vezes com tampéao
fosfato e incubadas com meio de cultura. Visto que o alamar blue® nao é téxico para
as células e é facilmente removido apds algumas lavagens o cultivo das células n&o

era afetado apos o ensaio.

3.7.7.2 Atividade da fosfatase acida tartarato-resistente (TRAP)

A fosfatase acida tartarato-resistente (TRAP) é uma enzima lisossomal com
um centro metalico (ferro) presente nos ossos e cartilagens (175). Ela € usada como
um marcador da atividade osteoclastica e da reabsorgao 6ssea (176).

Os ensaios de TRAP foram utilizados para medir a atividade dos osteoclastos.
O procedimento foi baseado no trabalho de Janckila et. al. (176) com algumas
modificagdes. Apds quatro dias nos quais os osteoclastos foram semeados e
cultivados nas amostras, 50 yl do meio de cultura foi incubado a 37°C durante uma
hora em 150pl de substrato. O substrato consistia em uma solugédo de 7,6mmol/L de
4-nitrofenilfosfato em 100mmol/L de tampao acetato de sédio e 50mmol/L de
tartarato de sodio ajustado em um pH de 5,9. A reagao foi parada adicionando 50l
de uma solugcdo de NaOH 3M e a absorbancia foi medida em uma leitor de

microplaca (Infinite M200 Pro) em 405 nm.

3.7.7.3 Atividade da fosfatase alcalina (ALP)

A fosfatase alcalina € uma enzima hidrolase que catalisa a hidrolise de
ésteres fosfatos sob meio alcalino. Alteragbes no nivel e na atividade dessas
enzimas estéo relacionadas a uma variedade de eventos fisiologicos e patologicos,
tais como o desenvolvimento de ossos, doencas ésseas, inflamacdo no intestino
entre outros (177).

O ensaio de atividade da fosfatase alcalina foi usado em células
mesenquimais para determinar se houve inducdo na diferenciagcdo dessas células

em osteoblastos.
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Para esse ensaio, grupos de diferentes amostras foram preparados em trés
placas de 96 pocos, em cada placa foram colocadas trés amostras do biocomposito
HAGEL e trés HAGELAL, apés a semeacao das células mesenquimais, o ensaio foi
realizado nos dias 3, 8 e 16 utilizando para cada dia uma placa diferente.

O kit utilizado no ensaio foi o Sensolyte pNPP Alkaline Phosphatase
(AnaSpec). As amostras foram lavadas duas vezes com tampao fosfato e
adicionadas a eppendorfs contendo 250ul de uma solugdo gelada de triton em 1x
tampao (20ul triton X-100 + 1mL 10X tampao + 9mL de agua destilada). Com um
pestilo, as amostras foram ftrituradas e homogeinizadas na solugao.
Subsequentemente, os eppendorfs foram centrifugados a 10.000g a 4°C por 15
minutos e os sobrenadantes coletados para o ensaio de ALP.

O kit fornecia uma solugcao standard com a qual era possivel preparar uma
curva padrao, os pontos utilizados foram 0,15; 0,3; 0,6; 1.2; 2,5; 5 e 10 ng/poc¢o.

A curva foi preparada junto com as amostras. Dessa maneira 50ul dos
sobrenadantes das amostras ou 50ul da solugéo padréo (j4 com a concentragéo
certa) foram incubados a temperatura ambiente por 30 minutos em 50ul de uma
solucdo de p-nitrofenilfosfato. Ao final, 50yl da solugcdo stop foi adicionada e as
solugdes foram agitadas por um minuto antes da leitura de absorbancia em 405nm
(leitor de microplaca Infinite M200 Pro).

3.7.7.4 Ensaios colorimétricos (Staining assays)

Esses ensaios consistiam em “colorir” as células, no geral suas organelas,
com diferentes substancias que adicionassem cor ou fluorescéncia. As micrografias
desses ensaios foram obtidas em um microscopio esterioscopico MZ10F Leica e

microscopio eclipse E600 Nikon.

3.7.7.4.1 Fixagao das células

Antes de realizar qualquer tipo de ensaio colorimétrico, era necessario realizar
a fixagdo das células nas amostras ou nas placas, quando se tratava dos controles.
A fixacdo mata as células, entretanto preserva a estrutura do tecido o mais préximo

possivel do seu estado natural. Para realizar o procedimento, as amostras foram
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lavadas duas vezes com tampao fosfato a 37°C e encobertas com paraformaldeido
durante 10 minutos. Ao final, o paraformaldeido foi retirado e as amostras lavadas
trés vezes com tampao fosfato. Caso o ensaio colorimétrico ndo fosse realizado na

hora, as amostras eram armazenadas a 4 °C com tampéao fosfato.

3.7.7.4.2 Fosfatase acida tartarato-resistente (TRAP) staining

Ensaio colorimétrico especifico para a deteccdo de osteoclastos. O TRAP
staining resulta em um precipitado colorido que pode ser facilmente visualizado em
um microscopio o6tico (178).

Para esse ensaio foi utilizado o kit Acid Phosphatase, Leukocyte (Sigma-
Aldrich). Antes de comecar o ensaio, em um tubo protegido da luz foi preparada uma
solugdo com 50ul de o-aminoazotolueno (fast garnet GBC) e 50ul de nitrito de sodio.
A solugao foi agitada por 30 segundos e mantida sob a bancada por pelo menos 2
minutos antes de ser utilizadas. Sob as células ja fixadas foi adicionado 400 ul de
uma solugdo aquecida a 37°C preparada com 4,5mL de agua destilada, 0,1mL da
solucdo de o-aminoazotolueno com nitrito de sodio, 50 ul de naftol AS-BI fosfato,
0,2mL de solugdo de acetato e 0,1mL da solu¢do de tartarato. As amostras foram
cobertas com papel aluminio e incubadas a 37°C durante uma hora. Ao final as
amostras foram lavadas duas vezes com tampao fosfato e observadas em um

microscopio 6tico.

3.7.7.4.3 DAPI

O 4'.6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) é uma substancia quimica usada como
ensaio de coloragdo para acido nucléicos (nucleo e cromossomos), ela se liga a
regidbes AT do DNA e emite uma fluorescéncia azul (179). Para o ensaio de DAPI,
uma solugao 200x DAPI com tampéo fosfato foi preparada em um tubo protegido da
luz, 300ul dessa solugédo foi adicionado nas amostras ou controles ja fixados e
incubada por 2 minutos a temperatura ambiente. Por ultimo o material foi lavado

duas vezes com tampao fosfato.
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Figura 56 - Estrutura do DAPI.
Fonte: Autor.

3.7.7.4.4 Faloidina (verde)

A faloidina é uma substancia que se liga as moléculas de actina do
citoesquelo e emite uma fluorescéncia verde (180).

Para esse ensaio, apos fixar as células foi realizada uma permeabilizacéo. As
amostras foram lavadas duas vezes com uma solugé&o de tampé&o fosfato com glicina
e encobertas com uma solugao de 0,1% triton 100-X em tampéo fosfato com glicina
por 7 minutos. Em seguida, as amostras foram lavadas novamente 3 vezes com
tampao fosfato com glicina e incubadas em uma solugdo de 200x faloidina em
tampéao fosfato. Ao final, para retirar o excesso de faloidina foram realizadas duas
lavagens com tampé&o fosfato.

3.7.7.4.5 Vermelho de Alizarina

O vermelho de alizarina € uma substancia que colore a matriz extracelular rica

em calcio (181). Ela & usada como teste positivo para osteoblastos.
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Figura 57 - Estrutura do vermelho de alizarina.
Fonte: Autor.
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Para esse ensaio, as células foram incubadas em uma solugao 1% alizarina
em agua (pH 4,2) durante 20 minutos a temperatura ambiente. Ao final, foram
realizadas no minimo trés lavagens com agua até que todo o excesso de alizarina

fosse retirado.

3.7.8 Microscopia eletrénica de varredura de amostras bioldgicas

A analise de microscopia eletrénica de varredura para amostras biologicas
requer um tratamento prévio diferenciado. A secagem das amostras foi realizada
através do procedimento de ponto critico. Nesse procedimento a agua do tecido
bioldgico € substituida por um fluido inerte adequado cuja temperatura critica para a
pressao utilizada € apenas um pouco acima da temperatura ambiente. A escolha
desses fluidos é severamente limitada e o CO2 é universalmente utilizado hoje em
dia. Apresenta um ponto critico em aproximadamente 31,1°C que pode ser obtido a
uma pressédo de 1.200 psi. Portanto, se a agua é substituida por CO:2 liquido e a
temperatura aumentada em seguida para acima da temperatura critica, o COz2
liquido passa para vapor sem alteracdo da densidade e, portanto, sem os efeitos de
tensao superficial que distorcem a morfologia e a ultra-estrutura (182).

Uma vez que o CO:2 liquido ndo é suficientemente miscivel com a agua, é
necessario utilizar um fluido intermediario que € miscivel com a agua e o CO2
liquido. Na pratica os fluidos intermédios utilizados s&do metanol, etanol, e acetona.

Antes de realizar o procedimento de ponto critico, as amostras ja fixadas
passaram por um procedimento de desidratacdo em gradiente de etanol. Elas foram
imersas em solugcdes contendo 40%, 60%, 80%, 95% e 100% de etanol por 5
minutos, e armazenadas com etanol absoluto a 4°C até que fossem levadas para o
equipamento de ponto critico. As amostras ja secas foram transferidas para porta

amostras de aluminio e cobertas com carbono.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Teste de estabilidade do biocompédsito Hidroxiapatita-Pluronic®-
alendronato

Para os testes in vitro € necessario semear as células na superficie do
material e este tem que se manter estavel até o final do cultivo. A estabilidade do
biocompésito  hidroxiapatita-Pluronic®-AL preparado previamente foi testada
incubando o material com meio de cultura durante 24h a 37°C. A Figura 58 ilustra

uma fotografia tirada apdos as 24h.

Figura 58 - Fotografia do biocompésito hidroxiapatita-Pluronic®-AL apds 24h incubadas no meio de
cultura.
Fonte: Autor.

O bicompésito foi preparado a partir de uma mistura do polimero fundido com
o p6 de hidroxiapatita. Devido a hidrofilicidade do Pluronic® F108, o material vai se
solubilizando no meio de cultura com o passar do tempo. Apds 24h ele ndo mantém
mais seu formato inicial, impossibilitando o uso desse material para o cultivo, pois as
células precisam de uma superficie para aderir e proliferar-se. Para contornar esse
problema, a ideia foi utilizar um molde de teflon para preparar a hidroxiapatita. Com
o0 molde, todas as amostras possuiriam o0 mesmo formato e mesma area superficial.
Era necessario entdo preparar uma solucdo do pd de hidroxiapatita com um
polimero que tivesse viscosidade o suficiente para manter-se no molde e que fosse

facil de remover, por isso foi escolhido a polivinilpirrolidona.
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As amostras foram entdo preparadas com uma mistura do pé da amostra
HA400 com 10% em agua de PVP. Foram colocadas em um molde de teflon e
tratadas termicamente a 700°C. A Figura 59 ilustra a fotografia de um disco de
hidroxiapatita preparado com o molde. Os discos apresentavam bom formato, nao
quebradicos e sua coloragdo branca indicava que toda a matéria orgéanica

proveniente da polivinilpirrolidona havia sido removida.

Figura 59 - Fotografia do disco de hidroxiapatita preparado com o molde de teflon.
Fonte: Autor.

Visto os bons resultados preliminares, os discos foram incubados a 37°C com
o meio de cultura durante alguns dias para testar sua estabilidade. Apos sete dias,
os discos ainda mantiveram sua forma, e nenhuma alteragao foi observada (Figura
60). Com esse resultado iniciou-se a preparagao das amostras a partir dos discos de

HA para a realizagao dos testes.

Figura 60 - Fotografia do disco de hidroxiapatita apds sete dias incubado com meio de cultura.
Fonte: Autor.
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4.2 Primeiro isolamento de osteoclastos e osteoblastos

Quando foi realizado o primeiro isolamento dos osteoblastos e dos
osteoclastos, o problema das amostras ainda n&do estava resolvido. Dessa maneira a
solugao foi congelar a maioria das células para que estas pudessem ser usadas
posteriormente.

Antes de realizar a criopreservagdo, algumas células de cada tipo foram
cultivadas para observar se os tipos corretos de células haviam sido isolados. No
caso dos osteoclastos o que se isola &€ seu precursor, sdo necessarios entao
aproximadamente sete dias de cultivo com meio indutor de osteoclastogénese para
gue os osteoclastos se tornem células gigantes e multinucleadas. A Figura 61 ilustra
as micrografias de fluorescéncia, obtidas dos osteclastos cultivados durante seis
dias, no meio indutor. A fluorescéncia verde é da faloidina e a azul do DAPI, uma
célula pode ser considerada um osteoclasto quando ela possui mais de trés nucleos.
E possivel observar tanto na Figura 61 (a) como (b) pelo menos trés osteoclastos em

cada micrografia.

Figura 61 - Micrografias de fluorescéncia dos osteoclastos com faloidina e DAPI (a) e (b).
Fonte: Autor.

O ensaio de colorimetria TRAP especifico para osteoclastos também foi
realizado. As células coloridas sdo o positivo para os osteoclastos. Na micrografia

(Figura 62) observa-se pelo menos quatro osteoclastos gigantes multinucleados.
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Figura 62 - Micrografia dos osteoclastos coloridos para TRAP.
Fonte: Autor.

O tempo de cultivo dos osteoblastos € de 21 dias no meio osteogénico apds
seu isolamento. Nesse primeiro momento, os osteoblastos isolados foram cultivados
por apenas alguns dias e sua morfologia foi observada. A Figura 63 ilustra a
micrografia obtida dois dias apds o isolamento dos osteoblastos. Os osteoblastos
sdo células mononucleadas cubdides ou ligeiramente alongadas, entretanto com

poucos dias de cultivo € possivel observar células predominantemente esféricas.

Figura 63 - Micrografia dos osteoblastos apds 2 dias de cultivo.
Fonte: Autor.
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4.3 Discos hidroxiapatita-alendronato

Preparados alguns discos de hidroxiapatita, foi decido que os primeiros testes
seriam realizados com o biocompdsito preparado com hidroxiapatita e alendronato,
sem o Pluronic®. Para incorporar o alendronato na hidroxiapatita, o disco de
hidroxiapatita foi incubado durante 24h a 37°C em uma solugdo aquosa de
alendronato. Duas concentracdes diferentes foram preparadas, discos contendo
1mg e 0,1mg de alendronato. No primeiro ensaio, um criotubo com os precursores
de osteoclastos foi descongelado, cultivado durante um dia e tripsinizado. As células
foram contadas e semeadas nas amostras na concentracdo de 10° células por
amostra/pogo (placa de 48 pocos) e para o controle 2.10° células/pogo foram
semeadas em uma placa (48 pogos) previamente preparada com um revestimento
de fosfato de calcio. A placa de amostra continha quatro amostras de cada tipo, HA
(HA pura), HAAL-1 e HAAL-0,1. O experimento foi encerrado apds seis dias de
cultivo, nos quais a cada dois dias o meio de cultura (osteoclastogéneses) foi
trocado.

O ensaio colorimétrico de TRAP foi realizado tanto para as amostras quanto
para os controles. A Figura 64 ilustra as micrografias obtidas para os controles.
Apesar de se observar a presenca de pelo menos um osteoclasto, todas as células
se encontram distribuidas entre as rachaduras do revestimento de fosfato de calcio,
comportamento anormal para osteoclastos que deveriam ter mais afinidade ao

revestimento do que a placa de plastico.



142

; T e e
A |
" 100

Figura 64 - Micrografias dos osteoclastos (controle placa com revestimento de fosfato de calcio) (a)
coloridos para TRAP e (b) com fluorescéncia DAPI.
Fonte: Autor.

Durante a analise das amostras, nenhuma célula foi observada. Esse
resultado poderia indicar que o material era toxico para os osteoclastos ou que o
problema poderia estar relacionado com as préprias células, visto o resultado
estranho obtido para os controles também.

Assim, primeiramente, a fim de avaliar se o problema era a toxicidade das
amostras foi realizado um ensaio de viabilidade celular com alamar blue®. O ensaio
consistiu em incubar as amostras, no caso quatro discos de hidroxiapatita (HA pura),
em meio de cultura a 37°C durante 24h. Os meios de cultura foram recolhidos,
fitrados e armazenados a 4°C. Fibroblastos de passagem trés foram
descongelados, cultivados por trés dias, tripsinizados e semeados a concentragéo
de 10.000 células/pogo em uma placa de 24 pocos. Em metade dos pocgos foi
adicionado meio de cultura comum, e na outra o meio de cultura retirado das
amostras. Apds um dia de incubamento foi realizado o ensaio de alamar blue®. Para
quantificar os fibroblastos foi preparada uma curva de calibragdo como descrito no
tépico 3.6.7.1. O grafico foi ajustado com uma equacgéo linear (programa Origin) e 0
R? obtido foi de 0,998 (Figura 65).
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Figura 65 - Curva de calibragdo alamar blue®.
Fonte: Autor.

O grafico com os resultados do ensaio de viabilidade esta ilustrado na Figura
66. Observa-se que, a quantidade de células cultivadas no meio de cultura das
amostras € bem menor do que nos controles, por volta de 10.000 células a menos.
Entretanto comparando com o que foi semeado inicialmente o numero de
fibroblastos nas amostras quase dobrou (aumento de 1,8X). O resultado indica que
as amostras ndo devem ser citotdxicas visto que as células continuaram

proliferando, mesmo que em menor numero do que nos controles.
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Figura 66 - Resultado da viabilidade celular.
Fonte: Autor.
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A morfologia dos fibroblastos também foi analisada por microscopia otica
(Figura 67). Comparando as micrografias dos controles com a das amostras
observa-se um numero maior de células nos controles, o que corrobora com os
resultados obtidos no alamar blue®. Em relacdo a morfologia, nos dois casos as
células se mostram alongadas, morfologia normal para fibroblastos, e se mostram
“saudaveis”, pois quando as células estdo morrendo elas passam a ficar mais
esféricas. A partir desses resultados, concluiu-se que o que aconteceu nos ensaios
com os osteoclastos ndo estava relacionado as amostras, e sim as proprias células.
Acredita-se que o problema foi devido a criopreservagdao dos precursores de
osteoclastos, isto porque as células exibem diferentes tolerancias a criopreservagao.

Para contornar esse problema, nos ensaios seguintes os osteoclastos foram

semeados nas amostras no mesmo dia do seu isolamento.

Figura 67 - Micrografias dos fibroblastos (a) e (c) cultivados com o meio de cultura das amostras e (b)
e (d) com o meio de cultura normal (controle).
Fonte: Autor.
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Devido aos problemas com a criopreservagdo e descongelamento dos
precursores de osteoclastos, antes de semear os osteoblastos nas amostras, estes
foram descongelados e cultivados durante 21 dias para observar sua diferenciagao.
Os osteoblastos foram analisados por vermelho de alizarina e microscopia o6tica. A
Figura 68 ilustra a fotografia dos osteoblastos coloridos com vermelho de alizarina,
apos os 21 dias de cultivo, na primeira fileira as células foram cultivadas com meio
de cultura osteogénico e na segunda fileira com meio normal. Como era esperado,
apenas para as células cultivadas com o meio osteogénico o ensaio foi positivo para
a matriz de calcio. O teste positivo indica que os osteoblastos estdo produzindo

“novos” 0ssos, no caso matrizes extracelulares de fosfato de calcio.

Figura 68 - Fotografia da placa de cultivo dos osteoblastos apds o ensaio de vermelho de alizarina.
Fonte: Autor.

A Figura 69 ilustra as micrografias Oticas obtidas para os osteoblastos
cultivados com o meio de cultura osteogénico. Observa-se uma rede formada por
células alongadas (Figura 69 (a)) morfologia caracteristica dos osteoblastos. Na
Figura 69 (b) também é possivel observar a matriz extracelular produzida pelos

osteoblastos.
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Figura 69 - Micrografias apés 21 dias de cultivo no meio osteogénico (a) dos osteoblastos (b) da
matriz extracelular.
Fonte: Autor.

Visto os resultados positivos obtidos apés o descongelamento e cultivo dos
osteoblastos, estes foram semeados na superficie dos discos de HA e HAAL. Apos
um dia de cultivo com as células, as amostras foram fixadas e coloridas com azul de
metileno apenas para observar se as células haviam aderido a superficie das
amostras. A fotografia tirada apds o ensaio do azul de metileno esta ilustrada na
Figura 70. O corante deveria apenas colorir as células na superficie, entretanto o
disco de hidroxiapatita absorveu o azul de metileno, tornando impossivel distinguir a
presenga das células. Mesmo assim, o restante das amostras continuou a ser
cultivado com os osteoblastos durante 21 dias, ao final elas foram fixadas e
armazenadas em tampao fosfato a 4°C. Como nao foi possivel usar o ensaio do azul
de metileno e nem do vermelho de alizarina, pois as amostras sdo compostas de

fosfato de calcio, as amostras foram armazenadas para possiveis analises futuras.

Figura 70 - Fotografia das amostras de hidroxiapatita apds um dia de cultivo com as células e
coloridas com azul de metileno.
Fonte: Autor.
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Apds os ensaios com os osteoblastos, foi realizado um segundo isolamento
de osteoclastos e os precursores foram semeados nas amostras no mesmo dia. Em
cada amostra foi semeado 10° células/pogo em trés tipos diferentes de amostra, HA
(HA pura), HAAL-1,0 (1mg) e HAAL-0,1 (0,1mg), além dos controles. Apds seis dias
de cultivo uma parte das amostras foi fixada e colorida para TRAP. A Figura 71
ilustra as micrografias obtidas para a amostra constituida apenas de hidroxiapatita
(HA). Observa-se varias células na superficie das amostras. Devido ao tamanho das

células e ao aumento do microscopio nao foi possivel contar e quantificar o numero

de osteoclastos.

Figura 71 - Micrografias das amostras de hidroxiapatita com as células coloridas para TRAP.
Fonte: Autor.

A Figura 72 ilustra as micrografias obtidas para as amostras constituidas de
HAAL-0,1 e HAAL-1,0 (a) e (b) respectivamente. Observa-se na amostra de 0,1mg
de AL algumas células na superficie e na de 1,0mg quase nenhuma célula. O
resultado € coerente, pois o0 alendronato deveria causar a apoptose dos
osteoclastos, sendo assim quanto mais alendronato menos células deveriam
sobreviver. Ja nas amostras apenas com hidroxiapatita os osteoclastos deveriam
“crescer”, no caso se fundir, e reabsorver o material. Existem alguns testes para
observar os buracos feitos pelos osteoclastos, entretanto como a amostra é porosa
nao seria possivel distinguir esses buracos. Mas comparando-se a quantidade de
células observadas na superficie de cada amostra é claro que na amostra com
hidroxiapatita ha uma quantidade muito maior do que nas amostras com

alendronato.
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Figura 72 - Micrografias das amostras com as células coloridas para TRAP (a) HAAL-0,1 e (b)
HAALA1,0.
Fonte: Autor.

O ensaio de viabilidade celular também foi realizado nas amostras apds sete
dias de cultivo. Devido a quantidade de células isoladas nao foi possivel realizar
uma curva padrao para os osteoclastos, por isso o resultado € comparativo. A Figura
73 ilustra o grafico com os resultados obtidos para o alamar blue®, a fluorescéncia é
proporcional a quantidade de células presentes, assim observa-se que a amostra de
HA possui aproximadamente 10X mais osteoclastos que as amostras com
alendronato. Entre as amostras com diferentes concentragbes alendronato a
quantidade nao varia tanto. Esse resultado corrobora com o que foi observado no
ensaio de colorimetria TRAP.
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Figura 73 - Resultado da viabilidade celular dos osteoclastos.
Fonte: Autor.
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4.4 Biocompoésito Gel Alginato-Pluronic® e disco hidroxiapatita

Os ensaios in vitro realizados com os discos de hidroxiapatita mostraram bons
resultados, entretanto a idéia do projeto era utilizar o copolimero Pluronic® para
realizar a liberagdo de alendronato. O Pluronic® é um copolimero termosensivel que
pode ser usado como gel, por exemplo, o Pluronic® F127 em solugdes aquosas pode
se comportar como uma solugdo de baixa viscosidade a baixas temperaturas ou
formar uma estrutura cubica liquida cristalina que se comporta mecanicamente como
um gel em temperaturas maiores (183). Para aumentar a resisténcia mecéanica do
gel e consequentemente a taxa de liberagéo do farmaco a ideia foi usar uma mistura
do Pluronic® F127 com alginato. O alginato € um polimero natural, biocompativel, de
baixa toxicidade que com a adicdo de cations divalentes, como o Ca*?, sofre
reticulacdo produzindo gels com alta forca mecanica (164). Assim a camada rigida
de alginato ficaria em contato com o meio de cultura prevenindo uma rapida eroséo
do gel e a camada mole do Pluronic® interagiria com o alendronato.

Como primeiro teste, células mesenquimais foram semeadas nas amostras a
fim de avaliar se estas adeririam a sua superficie. A concentracdo de 10°
células/pogo foi semeada por amostra, nesse primeiro ensaio foram utilizadas
apenas amostras com gel e hidroxiapatita (HAGEL), sem adicionar o alendronato. A
Figura 74 ilustra as micrografias de fluorescéncia obtidas para as amostras com
faloidina. Apesar das células se encontrarem mais para a borda do material, e ndo

em seu centro, observa-se uma boa quantidade de células aderidas na superficie.
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Figura 74 - Micrografias de fluorescéncia dos biocompésitos HAGEL com faloidina (a) e (b).
Fonte: Autor.

Considerando o bom resultado com as células mesenquimais, foram
realizados testes com os osteoclatos. Dessa vez, os osteoclastos foram isolados da
calvaria de ratos recém-nascidos. Nesse tipo de isolamento ndo sio obtidos
precursores de osteoclastos e sim osteoclastos em si, ndo sendo necessario o
cultivo por sete dias para realizar a osteoclastogéneses. Junto com os osteoclastos
também acabaram sendo isolados fibroblastos, como ndo € possivel separa-l6s o
ensaio foi realizado nessa co-cultura. Foram preparados dois tipos de amostras, um
biocompdsito formado por gel e hidroxiapatita e outro gel com 0,1mg de AL e
hidroxiapatita. Durante o procedimento ndo foi possivel realizar a contagem das
células por isso se tomou cuidado de semear 0 mesmo volume e assim a mesma
concentragao de células nas amostras e nos controles. O cultivo se deu durante seis
dias antes das células serem fixadas.

A Figura 75 ilustra micrografias de fluorescéncia obtidas para os controles
apos os seis dias de cultivo com DAPI e faloidina. Observa-se uma rede de células
formadas pelos fibroblastos e os osteoclastos no meio delas, muitos osteoclastos se
encontravam embaixo dessa rede n&do sendo possivel obter imagem deles.
Entretanto o objetivo dessa anadlise era apenas observar se as células corretas

haviam sido isoladas e foi possivel obter um bom namero de osteoclastos.
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Figura 75 - Micrografias de fluorescéncia dos controles com faloidina e DAPI apds seis dias de cultivo
com co-cultura fibroblastos/osteoclastos (a) e (b).
Fonte: Autor.

As amostras foram analisadas por microscopia eletrdnica de varredura e
atividade da fosfatase acida tartarato-resistente (TRAP). A Figura 76 ilustra as
micrografias eletronicas de varredura da amostra HAGEL. Observam-se células
aderidas na superficie da amostra porosa, entretanto a morfologia dessas células é
caracteristica dos fibroblastos, nenhum osteoclasto foi observado.
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Figura 76 - Micrografias eletronicas de varredura dos biocompésitos HAGEL apds 6 dias de cultivo
com co-cultura fibroblastos/osteoclastos (a),(b),(c) e (d).
Fonte: Autor.

Para as amostras de HAGELAL, observou-se nas micrografias eletrénicas de
varredura (Figura 77) que as células ndo se encontravam tanto na superficie do
material e sim interiorizadas, entre os poros do material. Da mesma maneira que nas

outras amostras nao foi possivel observar osteoclastos, somente fibroblastos.
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Figura 77 - Micrografias eletrénicas de varredura dos biocompésitos HAGELAL apds seis dias de
cultivo com co-cultura fibroblastos/osteoclastos (a), (b), (c) e (d).
Fonte: Autor.

O resultado para atividade da fosfatase &acida tartarato-resistente esta
ilustrado na Figura 78. O grafico estd em modo comparativo de absorbancia, no
geral os dois biocompdsitos tanto com alendronato quanto sem mostraram
resultados semelhantes. O controle indicou uma quantidade maior de osteoclastos,
considerando que a quantidade de osteoclastos estaria diretamente relacionada com
sua atividade. O resultado esta de acordo com o que foi observado na microscopia
de varredura, onde nao foi possivel observar nenhum osteoclasto nos
biocompdsitos, apenas fibroblastos. A presengca dos fibroblastos indica que as
amostras ndo apresentam problemas de toxicidade, mas nao foi possivel concluir o

problema com os osteoclastos. Esse experimento foi um dos ultimos realizados, por
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isso ndao houve tempo suficiente para tentar isolar apenas osteoclastos e realizar o

ensaio novamente.
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Figura 78 - Resultado da atividade da fosfatase acida tartarato-resistente.
Fonte: Autor.

O ultimo teste realizado foi o da atividade da fosfatase alcalina com as células
mesenquimais. A ideia era observar se as amostras induziriam as células
mesenquimais a se diferenciar em osteoblastos. No geral sdo necessarios vinte e
um dias de cultura, entretanto o teste foi realizado em 16 dias. A Figura 79 ilustra a
curva de calibragdo obtida para poder quantificar a fosfatase alcalina. O grafico foi

ajustado com uma equagéo linear (programa Origin) e o R? obtido foi de 0,963.
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Figura 79 - Curva de calibragédo ALP.
Fonte: Autor.

O resultado para as amostras e controles esta ilustrado na Tabela 21. E
interessante observar que mesmo antes de completar vinte e um dias, o bicompdsito
com alendronato indica atividade da fosfatase alcalina, entre oito e dezesseis dias o
valor aumenta mais de 10X. O bicompoésito apenas com hidroxiapatita comecga a
apresentar atividade apos dezesseis dias de cultivo, mas com um valor muito menor
se comparado ao biocompdsito com alendronato. Esses resultados indicam que o
material poderia estar induzindo a formacdo de osteoblastos, principalmente o
biocompdsito com alendronato. Mais ensaios seriam necessarios para realmente
comprovar essa inducao, entretanto esse resultado € um indicio muito bom do
potencial do biocompdsito, o qual além de inibir os osteoclastos apresentou uma

atividade de inducao de osteoblastos.

Tabela 21 - Resultados atividade da fosfatase alcalina.

Atividade da fosfatase alcalina (ng)
HAGEL HAGELAL Controle

Dia 3 0 0 0
Dia 8 0 0,047 0
Dia16 0,052 0,435 0

Fonte: Autor.
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5. CONCLUSOES

Foi possivel isolar osteoblastos da calvaria de ratos adultos e caracteriza-los
com sucesso por meio do ensaio do vermelho de alizarina. Os osteoblastos
restantes foram descongelados e semeados nos biocompédsitos HA e HAAL,
entretanto ndo foi possivel analisar os resultados, pois a hidroxiapatita absorvia o
corante azul de metileno utilizado no ensaio.

Foi possivel isolar osteoclastos da tibia de ratos adultos e da calvaria de ratos
recém-nascidos, no ultimo caso, entretanto era isolada uma co-cultura de
fibroblastos e osteoclastos. Os osteoclastos foram semeados nas amostras HA,
HAAL-0,1 e HAAL-1,0. Os resultados obtidos dos ensaios de TRAP e alamar blue®
indicaram maior presenca de osteoclastos nas amostras com hidroxiapatita e menor
nas amostras com maior concentracido de alendronato. A co-cultura de fibroblastos e
osteoclastos foi semeada nas amostras HAGEL e HAGELAL, as analises de
microscopia eletronica de varredura indicaram que quase nao haviam osteoclastos
em nenhum tipo de amostra, entretanto observou-se a presenca dos fibroblastos nas
duas amostras.

Uma ultima analise realizada nos biocompodsitos (HAGEL e HAGELAL) da
atividade da fosfatase alcalina com células mesenquimais indicou que as amostras
poderiam estar induzindo a diferenciacdo das células em osteoblastos,
principalmente a amostra com HAGELAL que possui alendronato.

Os resultados obtidos sugerem que o biocompodsito desenvolvido neste
trabalho, além de inibir a acdo de osteoclasto, estimulou a formacdo de
osteoblastos. Este comportamento indica o potencial do material desenvolvido para

aplicagbes em regeneragao 0ssea de pessoas com osteoporose.
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