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RESUMO

Nesta pesquisa, propomos, obter e caracterizar de forma inédita compésitos hibridos
(novos carreadores de farmaco) a base da hidroxiapatita e nanoparticulas
magnéticas associadas ao tetraetilortosilicato (TEOS) e ao agente silano tipo 3-
aminopropiltrimetoxisilano (APTS) conjugado ao farmaco ciproflonax visando avaliar
sua aplicagdo no tratamento da osteomielite. Numa primeira etapa, os materiais
individuais foram sintetizados. Na segunda etapa, foram obtidos em diferentes
concentracdes, os hibridos e compésitos hibridos. Os materiais precursores e 0s
carreadores obtidos nas etapas | e Il foram caracterizados por técnicas de analise
estrutural, morfolégica e magnética visando o entendimento das propriedades na
formacéo do carreador de farmaco. Os resultados das etapas | e Il indicaram que
foram obtidas com sucesso as nanoparticulas magnéticas (NPM’s) da FesO4 por
reacao de combustdo em forno microondas e da CoFe204 por reagdo de combustao
em escala em escala piloto; a hidroxiapatita (HAp) monofasica obtida pelo método
de precipitagdo e hibridos NPM's@SiO2 (core-shell). Na etapa |l obteve-se com
sucesso os compositos hibridos (carreadores de farmaco magnéticos) a base das
NPM'’s hibridas e da HAp comercial da JHS Biomateriais e sintetizada no laboratério,
com caracteristica cristalina e nanoestrutural. Em que, tanto os precursores obtidos
na etapa | quanto os compdsitos hibridos apresentaram propriedades estrututurais,
morfolégicas e magnéticas promissoras para uso como carreador de farmaco
especificamente no tratamento da osteomielite. Na etapa Ill foram realizados os
ensaios in vitro de citotoxidade para os precursores e compositos hibridos obtidos e
testes de liberagdo de farmaco para os compasitos hibridos (carreadores). Por meio
dos resultados obtidos, observou-se que, as NPM’s de Fe304, CoFe204 dos hibridos
Fes04@SiO2 e CoFe204@SiO2 e da hidroxiapatita (HAp) sintetizada no LaBSmaC
apresentaram viabilidade celular superior a 70% e que, o revestimento das NPM’s de
Fes04, CoFe204 e obtencdo dos hibridos aumentaram ainda mais a viabilidade
celular e biocompatibidade das NPM’s magnéticas como carreadores do farmaco
ciprofloxacino. A biocompatibilidade dos compdsitos hibridos (carreadores de
farmaco) e do solvente PVA usado para dispersdo dos carreadores foram avaliados
em diversas concentragdes, via estudos in vitro (citotoxidade). Observou-se por meio
do perfil citétoxico que, a concentracdo segura, na qual a viabilidade celular foi
superior a 70 % foi de 0,312 mg/mL para os compdsitos hibridos (carreadores)
HFeFSy1, HFeFSy2, HCoFSy1, HJCoFSy1, Fy, e de 0,156 mg/mL para o composito
HCoFSyi1. Os testes de liberagdo de farmaco para os compdésitos hibridos
(carreadores) confirmaram que, tanto os carreadores obtidos com Fe3O4@SiO2 e
CoFe204@SiO2 apresentaram alta eficiéncia na conjugacgao e liberagdo do farmaco
ciprofloxacino. Entretanto, os compdésitos hibridos sintetizados com a CoFe204 e a
HAp comercial da JHS Biomateriais apresentaram liberagdo mais rapida, quando
comparado aos compdésito hibridos formados com a Fe3Os4 e HAp sintetizada no
laboratério. Todas estas caracteristicas permitiram auxiliar no entendimento das
propriedades dos materiais em estudo para que estes sejam otimizados com
eficiéncia para o desenvolvimento de um produto tecnoldgico, eficiente para
aplicagcao no tratamento da osteomielite.

Palavras-Chave: hidroxiapatita, nanoparticulas magnéticas, carreadores de
farmaco, ciprofloxacino, osteomielite.



ABSTRACT

In this research, we propose, obtain and characterize in an unprecedented way
hybrid compounds (new drug carriers) the base on hydroxyapatite and nanoparticles
associated with tetraethylorthosilicate (TEOS) and the silane agent type 3-
aminopropyltrimethoxysilane (APTS) conjugated to the drug ciproflonax and evaluate
the effect of treatment osteomyelitis. In a first step, the individual materials
synthesized were. In the second stage, hybrids and hybrid composites obtained were
in different concentrations. The precursor materials and carriers obtained in steps |
and Il characterized were by structural, morphological and magnetic analysis
techniques aiming at understanding the properties in the formation of the drug
delivery. The results of steps | and Il indicated that the FesO4 magnetic nanoparticles
(NPM’s) were successfully obtained by microwave oven and CoFe204 combustion
reaction in a pilot scale scale reaction; The monophasic hydroxyapatite (HAp)
obtained by the precipitation method and NPM's@SiO2 hybrids (core-shell). In step Il
the hybrid composites (magnetic drug delivery) were the base of the hybrid NPMs
and the commercial HAp of JHS Biomaterials and synthesized in the laboratory, with
crystalline and nanostructural characteristics. In that both the precursors obtained in
step | and the hybrid composites showed promising structural, morphological and
magnetic properties for use as a drug delivery specifically in the treatment of
osteomyelitis. In stage Il the in vitro cytotoxicity assays were performed for the
hybrid precursors and composites obtained and drug release tests for the hybrid
composites (carriers). The Fe3O4, CoFe204 NPM’s of the Fe3s04@SiO2 and CoFe204
@SiO2 hybrids and the hydroxyapatite (HAp) synthesized in LaBSmaC were shown
to have cell viability greater than 70% and that the NPM’s coating of Fe3O4, CoFe204
and hybrid uptake have further increased cell viability and biocompatibility of
magnetic NPM’s as carriers of the drug ciprofloxacin. The biocompatibility of the
hybrid composites (drug delivery) and of the PVA solvent used for carrier dispersion
evaluated were at various concentrations via in vitro (cytotoxicity) studies. It observed
was by the cytotoxic profile that the safe concentration, in which the cell viability was
higher than 70%, was 0.312 mg/mL for the hybrid composites (carriers) HFeFSy1,
HFeFSy2, HCoFSy1, HJCoFSyi, Fy, e de 0,156 mg/mL para o compdsito
HCoFSy1.composite. Drug release tests, for the hybrid (carrier) composites confirmed
that, both Fez04@SiO2 and CoFe204@SiOz2 carriers presented high efficiency in the
conjugation and release of the drug ciprofloxacin. However, the hybrid composites
synthesized with CoFe204 and the commercial HAp from JHS Biomaterials,
presented faster release when compared to hybrid composites formed with Fe3Oa4
and HAp synthesized in the laboratory. All these characteristics allowed helping in
the understanding of the properties of the studied materials for that these are
optimized efficiently for the development of a technological product, efficient for
application in the treatment of osteomyelitis.

Keywords: hydroxyapatite, magnetic nanoparticles, drug delivery, ciprofloxacin,
osteomyelitis
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1 INTRODUGAO

A aplicagdo da nanotecnologia a medicina, comumente conhecida
como "nanomedicina", é considerada como revolucionaria e estd sendo
explorada por sua potencial aplicagdo no desenvolvimento de novos
carreadores de farmaco, como ferramenta no diagndstico e tratamento de
doencgas (Jain et al., 2014; Kim, et al., 2011; Chatterjee et al., 2014, Barkalina et
al., 2014, Tietze et al., 2013, Chapman et al., 2013; Garimella e Eltorai, 2017).

Desta forma, a pesquisa cientifica tem-se voltado para a obtengao de
materiais como por exemplo, nanoparticulas magnéticas (NPM’s), as quais,
devido as suas excelentes propriedades mecanicas, magnéticas, térmicas e
elétricas despertam o interesse de inumeros pesquisadores (Jayakrishnan e
Ramesan 2017; Shahrousvand et al., 2017; Donescu et al., 2017). Diante disso,
diversas NPM’s vém sendo estudadas para biomedicina, em busca de obter
biosensores, por exemplo, podemos citar: ferrita de cobalto CoFe204 (Ryu et
al., 2015); y-Fe203 (Lee et al., 2011); ferritas mistas de Ni-Zn (Li et al., 2012);
NiFe204 (Singh et al., 2012); FesO4 (Sundar et al., 2014). Entre as NPM’s, a
magnetita (FesO4) e ferrita de cobalto (CoFe204), tém recebido um notavel
interesse no campo da nanomedicina como carreadores de farmacos
especificos.

Entretanto, estes materiais apresentam como desvantagem a sua
hidrofobicidade, e a falta de grupos funcionais para conexao direta com
biomoléculas (Gnach e Bednarkiewicz, 2012). Além do que, as NPM’s usadas
como carreadores de farmaco, devem apresentar suas superficies
adequadamente revestidas para diminuir a toxidade e evitar o reconhecimento
destas, pelo sistema mononuclear fagocitario (Liu et al., 2011). Além de
apresentarem elevada atividade quimica nas suas superficies, e serem
altamente propensas a oxidagdo no ar, o que pode levar a uma perda
significativa da magnetizacdo e dispersibilidade. A fim de evitar estes
problemas, as NPM’s precisam ser protegidas por materiais finos ou espessos-
magnéticos para manter a estabilidade e durabilidade individuais das

particulas, apresentar facilidade de funcionalizacdo através de grupos
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funcionais para se ligar a agentes bioldgicos, fornecendo melhor protegao
contra alta toxicidade (Ta et al.,2016).

Nesse contexto, as nanoparticulas magnéticas tém sido revestidas com
a silica SiO2, formando estruturas (core-shell), o que aumenta a sua
estabilidade contra degradagao/oxidagao, biocompatibilidade, hidrofilicidade
sendo um material promissor para a liberagdo de farmaco de alto rendimento,
protegendo o nucleo magnético, mantendo as propriedades magnéticas,
quando expostas a ambientes fisiologicos, diminuindo a agregagdo e
sedimentagdo, aumentando o calor de emissao quando expostas ao campo
magnético externo (Beg et al., 2017; Cendrowski et al., 2017) além de melhores
propriedades de adesao e dispersao estavel sob condi¢des fisiologicas (Kango
et al., 2013).

Além das NPM'’s, outro grupo de materiais ceramicos que despertam
grande interesse biolégico e médico, devido a ocorréncia em diferentes
espécies animais e no homem é representado pelas bioceramicas de fosfato de
calcio, a exemplo da hidroxiapatita (HAp). Estes materiais sdo bastante usados
na reconstrugcao Ossea, devido a sua estrutura quimica semelhante em
comparagao com a composi¢ao inorganica do osso humano, apresentando
propriedades de biocopatibilidade, osteointegragdo e osteocondugao (Jiang et
al., 2014, Gil-Albarova et al., 2012, Heimann, 2013).

No que diz respeito, a area ortopédica, os biomateriais implantaveis
tém sido investigados e aplicados, devido a suas propriedades. Exemplos
destes incluem: gelatina, polimeros biodegradaveis, polissacaridos e ceramica
bioativas. No caso das bioceramicas, a hidroxiapatita tornou-se um
componente essencial em cirurgias ortopédicas, sendo incrivelmente benéfica
para uso em implantes ortopédicos, melhorando o tratamento de muitos
defeitos 6sseos e doengas ortopédicas (Garimella e Eltorai, 2017) a exemplo
da osteomielite.

Neste sentido, a HAp quando associada a nanoparticulas inorganicas
(magnéticas ou Opticas) revestidas com a silica possibilita a formacao de
compésitos  hibridos (carreadores), que podem atuar na formagédo de
biosensores (Kanchana, et al., 2014; Tudorache et al., 2014), que apresente

propriedades otimizadas em relacdo a cada componente individual, e dessa
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forma, pode agir como agente de contraste (Ashokan et al., 2010), carreadores
de farmacos magnéticos (Venkatasubbu et al., 2013; Aguilar, 2013), agentes de
separagao (Cui et al., 2011), e ferrofluidos (Bakuzis et al., 2013), por exemplo.

Assim, a literartura reporta que, o desenvolvimento de novos
carreadores de farmaco magnéticos tem levado ao interesse de pesquisas na
comunidade biomédica. Sendo portanto, um grande desafio. Para tanto, a acéo
das nanoparticulas de magnetita FesOs4 e ferrita de cobalto CoFe204, se
destacam na obtengdo de sistemas carreadores que possam ser injetados via
intravenosa (Kempe e Kempe, 2010), endovenosa (Li et al., 2013) ou mesmo
enxertadas in situ (Panseri et al., 2012a) podendo ser direcionada ou mantida
em varios locais do corpo por aplicacdo de um campo magnético externo, que
através da vibracdo das nanoparticulas magnéticas gera calor que por sua vez
acelera o metabolismo, difunde, direciona e mantém o farmaco no local da
doenca através do campo magnético.

Por meio desta pesquisa, pretende-se portanto, oferecer uma
alternativa mais efetiva e menos invasiva ao tratamento da osteomielite.
Atualmente, o material mais utilizado para o tratamento local da doenca é o
polimetilmetacrilato, combinado a antibidticos, que deve ser retirado
cirurgicamente apos o periodo de 30 a 45 dias. Com o novo produto, a
reeoperagao nao sera mais necessaria, diminuindo a estadia hospitalar e
minimizando os custos.

Assim, os compositos hibridos (novos carreadores) devem apresentar
biocopatibilidade, osteointegracéo e osteoconducao da hidroxiapatita associada
as caracteristicas magnéticas das NPM’s (Hou et al., 2009; Tran e Webster,
2011; Panseri et al., 2012b) e eficiéncia do farmaco ciprofloxacino (ciproflonax).

Baseado nesses aspectos, a motivagdo para a pesquisa se deu: i)
avaliar o uso das NPM’s de FeFe204 e CoFe20s4 sintetizadas por reagao de
combustdo em carreadores de farmaco; ii) avaliar o efeito da modificagdo da
superficie nas propriedades das NPM'’s; iii) desenvolver novos materiais
(carreadores), a base das NPM'’s hibridas, HAp e do farmaco ciprofloxacino
(ciproflonax) no tratamento da osteomielite e iv) investigar a biocompatibilidade

destes novos materiais via estudos in vitro e a liberagédo de farmaco.
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2 FUNDAMENTAGAO TEORICA

2.1 Materiais Hibridos

Os materiais hibridos podem ser amplamente definidos como materiais
sintéticos contendo uma mistura intima entre os componentes organicos e
inorganicos. Esta mistura produz uma sinergia que fornece a esses materiais
uma série de propriedades melhoradas em relagdo aos precedentes
individuais, através da selegcdo dos componentes organicos e inorganicos bem
como da escolha apropriada das condicbes para a sua articulacdo e
transformacao (Azevedo et al., 2013).

Os hibridos sdo homogéneos, devido a mistura dos componentes em
nivel molecular, usualmente em escala de nanémetro a sub-micrémetro (100-
1000 nm). Embora tais materiais sejam macroscopicamente homogéneos, suas
propriedades refletem a natureza quimica dos componentes pelos quais foram
formados. Em um material hibrido a fase inorganica pode ser constituida por
silica ou siloxanos (Benvenutti et al., 2009).

Desta maneira, existem diversos métodos para a preparagdo de
materiais hibridos, tais como: mistura, polimerizagdo in situ, automontagem,
método sol-gel (MAO et al., 2012). De acordo com a natureza da interface entre
0s componentes inorganico e organico os materiais hibridos podem ser
classificados em trés classes das classes |, Il e lll Jose e Prado (2005); Barud
(2010); Benvenutti et al., (2009); Xavier (2010) e Messori et al., (2011).

Classe |: sdo os materiais preparados por diferentes rotas sintéticas
onde nao existem ligagdes covalentes ou ibnicas, entre os componentes
organicos e inorganicos. Desta forma, nesta classificagcdo s6 existem fracas
interagbes de Van-der-Waals, pontes de hidrogénio ou forgas eletrostaticas.

Como demonstrado nas Figuas 1, 2 e 3.
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Figura 1 - Moléculas orgénicas (-~) imobilizadas numa rede inorganica (-#—+—+)
preparada via sol-gel, a partir de precursores inorganicos (=) (José e Prado, 2005).

Mondmeros organicos podem ser penetrados nos poros de uma matriz
inorganica e, polimerizados, em processos que tém inicio por radiagao UV, por
aquecimento ou por iniciadores de polimerizagdo. O polimero resultante fica
entrelagcado a rede inorganica, gerando uma rede polimérica semi-

interpenetrante (semi-IPN) organico-inorgéanica, conforme ilustrado na Figura 2.

Figura 2 - Monbmeros organicos (=) embebidos em uma matriz inorganica (4++)
seguida da polimerizacao, gerando o correspondente polimero (:~~~) (José e Prado,
2005).

Ocorre a incorporagdo de particulas inorganicas em polimeros
organicos pela rota convencional, através da mistura de polimeros (ou o pré-
polimero) e as particulas inorganicas. Pela formagao simultdnea de duas redes
independentes, a partir de precursores organicos e inorganicos,
adequadamente funcionalizados, sem ligagdo quimica entre as fases, conforme
ilustra a Figura 3. Neste caso, o produto pode ser descrito como uma

verdadeira rede polimérica interpenetrante (IPN).
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Figura 3 - Formacgao simultdnea de duas redes a partir de monémeros organicos (»4)
€ precursores inorganicos () (José e Prado, 2005).

Classe Il: Materiais hibridos orgéanico-inorganicos sao constituidos de
estruturas nas quais os componentes organicos e inorganicos estédo
interligados por forgas fortes do tipo covalente ou ibnico-covalente, conforme

ilustrado na Figura 4.
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Fase organica Fase inorgénica

Figura 4 - Material hibrido organico-inorgénico com ligacdes covalentes entre as fases
(José e Prado, 2005).

Classe lll: Baseada na combinacdo dos dois tipos de interagao
descritos nas classes | e Il. Um exemplo deste hibrido € o material obtido por
um polimero organico contendo grupos alcoxissilanos, (SiOR)s, hidrolisaveis, e
grupos aceptores de hidrogénio (carbonila, amina, imida, por exemplo),

conforme ilustrado na Figura 5.
(RO)3Si~vwwvl|~l~ww~vSi(OR)3 |

C=0=---- HOSi—
R

Figura 5 - Material hibrido organico-inorganico formado por ligagbes covalentes
apresentando pontes de hidrogénio (José e Prado, 2005).
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Desse modo, pode-se observar a importancia do entendimento do tipo
de ligagao entre os diferentes materiais inorganicos para melhor interagdo entre
0s componentes organicos e inorganicos. Uma das principais vantagens para a
obtencdo dos materiais hibridos esta na possibilidade de combinar as
vantagens dos polimeros organicos (facil processabilidade, baixa densidade e
flexibilidade) e dos materiais inorganicos (alta resisténcia mecanica,
transparéncia, boa resisténcia quimica e estabilidade térmica) (Karatas et al.,
2009; Kuan et al., 2003) possibilitando, assim obter um material com
propriedades superiores aos materiais individuais.

No entanto, devido a diferenga de natureza da ligagdo quimica nestes
materiais, a interagdo na camada interfacial € muito fraca. Este problema pode
ser resolvido com a introdug&o de agentes de acoplamento (Lung e Matinlinna,
2012). Os agentes de acoplamento s&o utilizados como agentes promotores,
dispersantes, agentes de reticulagao, e modificadores de superficie que visa a
otimizacao da adesao na interface (Sharmin et al., 2012).

Dessa forma, o hibrido organico-inorganico pode ser empregado em
uma variedade de aplicagdes, tais como: materiais opticos (Rao et al., 2014),
eletrbnicos (Bousquet et al., 2014), sensores (Murugan et al, 2014),
catalisadores (Brooks et al., 2012; Basturk et al., 2013), adsorventes (Gu et al.,
2012), membranas (Kumar e Guliants, 2010), revestimentos (Gashti et al.,
2012), materiais de impressao molecular (Joshi et al., 2014; Yang et al., 2014) e
retardante de chamas (Wang et al.,, 2014) onde se faz necessario escolher
precursores apropriados e utilizar modificadores de superficie e/ou agentes de

acoplamento para melhorar a adeséo interfacial.

2.2 Modificagao de Superficie

O foco central que deve ser abordado na modificacdo da superficie de
nanomateriais consiste no impedimento da agregagédo esponténea e elucida a
interface entre nanomateriais € o biossistema. Entre os nanomateriais
inorganicos, as nanoparticulas a base de oOxido de ferro tem um elevado
potencial para a utilizagdo de uma variedade de estudos in vitro e em

aplicacgdes in vivo. Baseado em seu desenvolvimento fisico, quimico, térmico, e
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propriedades mecanicas, estas nanoparticulas oferecem um elevado potencial
em varias aplicagcdes biomédicas (Bhattarai et al., 2007).

Porém, nos estudos in vivo e/ou in vitro feitos a partir de nanoparticulas
para aplicacdo biomédica, as nanoparticulas devem ter sua superficie
modificada para que haja boa biocompatibilidade. Em geral, alto grau de
biocompatibilidade ocorre quando o material interage com o corpo sem induzir
respostas toxicas, imunogénicas, trombogénicos e carcinogénicos e contribui
para a imunoestimulagédo e imunossupressao (Naahidi et al., 2013).

Desta forma, as propriedades da superficie das nanoparticulas podem
afetar grandemente a sua compatibilidade na corrente sanguinea. Pois, os
componentes do sangue podem reagir imunologicamente para tornar as
nanoparticulas hidrofébicas como substancias estranhas e desta forma,
desencadear reagdes toxicoldgicas dentro do organismo através da absorgéo
das nanoparticulas pelas opsoninas (proteinas, tais como imunoglobulinas que
se liga a microbios e substancias estranhas) que sao “engolidas” por células
fagociticas e macrofagos (Naahidi et al., 2013).

Assim, a modificacdo da superficie de nanoparticulas por tratamentos
quimicos (tais como a absorcdo de agentes de acoplamento do tipo silano)
constitui-se em um meétodo util para melhorar a dispersédo, estabilidade e
biocompatibilidade de nanoparticulas em diferentes meios.

Pode-se observar que, a superficie da NPM’s ndo modificadas sao
cobertas apenas com grupos -OH, enquanto que, a superficie da NPM’s
modificadas com silano é coberta com moléculas (3-metacriloxipropil)
trimetoxissilano e apresenta melhor dispersdo dentro solventes orgéanicos ou
em matrizes de polimero, em comparacdo com a NPM’s ndo modificada sua
superficie (Kango et al., 2013).

Nesse contexto, observa-se que, a adeséo interfacial entre os materiais
organicos e inorganicos pode ser melhorada por meio da formagéo de ligagdes
quimicas e fisicas que se formam com agentes de acoplamento a exemplo de
silanos organofuncionais, que apresentam propriedades tanto organicas,
quanto inorganicas e podem reagir simultaneamente com polimeros e
componentes minerais ceramicos, resultando em um material com melhores

propriedades de adesao durabilidade (Sharmin et al., 2012) e conjugacao
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biologica. Na Figura 6, ilustra-se a modificacdo de nanoparticulas de Fe304

com o TEOS e APTS (3-aminopropiltrimetoxisilano) e consequente formacao

de grupos reativos —NH2.

(- ) EtOH - g
TEOS ’ * L 5

Fe;0, Fe;0; @SiO,

sy
- oSN
1
— 0

Figura 6 - Modificacdo de nanoparticulas de Fe3Os com o TEOS e APTS (3-
aminopropiltrimetoxisilano.

Os agentes silanos apresentam uma formula geral X (CH2)nSi(OR)3,
onde OR €& um grupo silico-funcional (como —OCH3 ou —OC2Hs), enquanto que
X & um grupo organo-funcional (como —CH=CHg2, -CI, -NH2 ou —-N=C=0). A
presenca de grupos hidroxilas (-OH) na superficie das particulas ¢é
indispensavel para promover a reacao com agentes de acoplamento do tipo
silano (Franke, 2009) onde, os grupos (OR)s se hidrolisam formando grupos
silanois (Si-OH) que reagem com materiais inorgénicos. Por outro lado, seu
grupo R é capaz de reagir com os mondémeros a serem polimerizados
formando assim materiais hibridos organicos inorganicos (Materne, 2005; Diaz-
Benito ef al., 2010).

Os grupos alcoxi dos trialcoxissilanos hidrolizados sao espécies
contendo silanol. As reacoes destes silanos envolvem inicialmente a hidroélise
dos trés grupos alcoxi seguido por condensacao de oligdmeros. Em seguida,
os oligdmeros formam ligacao de hidrogénio com os grupos OH do substrato
envolvendo perda de agua. Essas etapas podem ocorrer simultaneamente,
apods a hidrélise. Na interface substrato—silano havera apenas uma ligacao de
silicio do organosilano para a interface do substrato. Os dois grupos restantes
apresentam-se tanto na forma condensada ou livre do grupo silanol. O grupo R

permanece disponivel para reacdo covalente ou interacdo fisica com outras
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fases (Vanithakumari et al., 2014). A Figura 7, ilustra a ligagado do silano com a

superficie de uma fibra (substrato inorganico).
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Figura 7 - Ligagao do silano com a superficie de uma fibra (Dibenedetto, 2001).

O grupo organico sobre o silano pode ser ou nao reativo, silanos tais
como os listados na Tabela 1, sdo frequentemente utilizados como agentes
dispersantes ou agentes hidrofébicos. Eles apresentam um grupo organico néo
reativo (X), que é compativel com a matriz, € um grupo alcoxi (OR), o qual
reage com o substrato.

Silanos aminofuncionais, como os indicados na Tabela 2, s&o reativos
em ambas as extremidades e, sdo uteis na melhoria a aderéncia de todos os

tipos de revestimentos.
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Tabela 1- Organossilanos nao reativos.

. Grupo organico Grupo
Silano X alcoxi (OR) Nomenclatura
X|ametesrﬁ>a;)(l):8-6070 Metil Metoxi Metiltrimetoxisilano
Dow Corning® 1-6383 Metil Etoxi Metiltrietoxisilano
Silano
X'ametesf(i?aggs'm 94 Metil Metoxi  Dimetildimetoxisilano
Dow Cog}:gﬂ? 2-6265 Propil Metoxi Propiltrimetoxisilano
X|ametesr(i?a(r?gs-2306 i-butil Metoxi Isobutiltrimetoxisilano
Xiameter® OFS-6124 fenil Metoxi Feniltrimetoxisilano
Silano
Xiameter® OF S-6341 n-octil Etoxi n-octiltrietoxisilano
Silano

Fonte: Adaptado de Materne, (2005).

Tabela 2 - Silanos aminofuncionais.

. A s Grupo
Silano Grupo organico X alcoxi (OR) Nomenclatura
Dow Corn_lng® Z-6011 Amina Etoxi Aminopropiltrietoxisilan
Silano o]
Xiameter® OFS-6020 . . Aminoetilaminopropiltri
) Amina Metoxi .
Silano metoxisilano
Xiameter® OFS-6094 . _ Aminoetilaminopropiltri
) Amina Metoxi metoxisilano (pureza
Silano
elevada)
Dow Corning® Z-6137 Ami Aminoetilaminopropilsil
: mina - A
Silano oxano oligbmero (aq)
Xiameter® OFS-6032 .\ . . _Vinilbenzil-
X Vinil-benzil-amina Metoxi aminoetilaminopropil
Silano . .
trimetoxisilano
. Baixo Cl versao do
Xiameter® OFS-6224 ;i benzilamina  Metoxi XIAMETER® OFS-
Silano )
6032 Silano
. Benzil-
Dow Cormning® Z-6028 Benzilamina Metoxi aminoetilaminopropil -

Silano ) .
trimetoxisilano

Fonte: Adaptado de Materne, (2005).

Na Tabela 3, estédo listados outros organosilanos reativos, que podem
ser uteis em uma ampla gama de revestimento e aplicagbées. Outro tipo de
modificador de superficie pertencente ao grupo dos organoalcoxissilanos é o
tetraetilortossilicato (TEOS) que € um material de partida pouco dispendioso e
livre de haleto (Shekar et al., 2012), é liquido e geralmente tomado como um

precursor para formar redes inorganicas de silica, também usado para
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aumentar a hidrofilicidade de NPM’s, apresenta baixo custo e facil manuseio.
Este organoalcoxissilano, assim como o 3- aminopropiltrimetoxisilano (APTS),
o tetrametil ortossilicato (TMOS) e o poli dimetoxisiloxano (PDMS) tém sido
utilizados em mecanismos reacionais envolvendo hidrélise acida e poli
condensagao posterior com polimero inorganico (Ananth et al., 2012).

Tabela 3 - Organossilanos reativos adicionais.

Silano Reatividade Grupo Nomenclatura
Organica X alcoxi OR

Xlameteé(i?a(r?gs-6030 Metacrilato Metoxi y-Metacriloxipropiltrimetoxisilano
Xlametesrﬁ)af])cl):s-6040 Epoxi Metoxi y-Glixidoxipropiltrimetoxisilano
XlameteSr(iF;)a(r?gS-BO% Cloropropil Metoxi y-Cloropropiltrimetoxisilano
Dow Cog:gg(g) 2-6376 Cloropropil Etoxi y-Cloropropiltrietoxisilano
Dow Coming® 26300 Vini Metoxi Viniltrimetoxisilano
Xlameteé(i?a(r?gs-6224 Vinil Acetoxi Viniltriacetoxisilano
Dow Cog:gg? 2-6028 Mercapto Etoxi Mercaptopropiltrietoxisilano
XlameteSr(iF;)aS(l):S-GOZO Dissulfido Etoxi Bis-(trietoxisilopropil)-dissulfide
Xlameter® OFS-6094 Tetrasulfido Etoxi Bls-(trletOX|S|Ipprop|I)-

Silano tetrasulfide
Dow CorSnillzgc:;) 2-6137 Ureia Metoxy y-Ureidopropiltrietoxisilano
Xiameter® OFS-6094 : . Epoxi silano modificado resina

. Epoxi/Melamina Metoxy .
Silano melamina

Fonte: Adaptado de Materne, (2005).

O principal precursor da silica €, portanto, formado de um atomo central
de silicio rodeado de ligantes reativos. A silica pode ainda ser funcionalizada
com grupos reativos como, por exemplo, aminas que podem se ligar a uma
variedade de farmacos (Almeida, 2008). A Figura 8 exibe as reacgbes de
hidrolise e condensacao do TEOS e formacéao da silica.

A silica (SiO2) é formada, portanto, na superficie das NPM’s por
hidrolise e condensacédo do TEOS assim como, de outros precursores organo
alcoxisilanos como citado anteriormente formando assim, microesferas
magnéticas constituidas de um nucleo magnético e casca (revestimento) —
core-shell - de silica. O revestimento ndo tem a fungdo s6 de proteger os

nucleos magnéticos, mas também de impedir o contato direto do nucleo
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magnético com agentes biolégicos que proporcionem baixa citotoxicidade e o
facil controle de interagdes interparticulas, tanto em solugdes como dentro de
estruturas organicas além de uma maior resposta magnética (Faraji et al.,
2010; Xu et al., 2013; Mauricio et al., 2013).

QOE: HI
H.O
Er() = S — (ML - Hy 0y HOp=—5i— 1
Hidrolise |
DEL H
0 On {OH

IO = 8 e (O . H(} e () — 5 — OH on

aR

| Condensacéao | |
UH UH OH
HO—5i—0R + — e — HO OH
ou O ?H OF!
EEJ—S!—UEMEH]—H—O—H—UEI OH
o Condensacao gy OBt
(silica sol)

Figura 8 - formagao da silica através das reagbes de hidrolise e condensagédo do
TEOS (Adaptado de Lin et al., 2013).

Neste sentido, observa-se que, o revestimento das NPM'’s proporciona
a obtencao de uma superficie biocompativel que apresente alta hidrofilicidade
decorrente da presenga de grupos (-Si-O-) que permite a inser¢gdo de grupos
hidrdéfilos funcionais, tais como: amina, hidroxila e carboxilato que apresentam
elevada afinidade com a agua e que podem interagir com as espécies
bioldgicas, tais como enzimas, proteinas, aminoacidos e DNA, e podem ainda
ser ativadas por um campo magnético que nao afeta os tecidos bioldgicos
tornando-as atraentes para utilizagdo em biomedicina (Li et al., 2012; Kango et
al., 2013; Mauricio et al., 2013; Sadighian et al., 2014).

Além da modificagdo da superficie, a biocompatibilidade e
multifuncionalidade das NPM’s também podem ser aumentadas ou por
conjugacao biolégica ou por incorporacao de ligantes em sua superficie, tais
como: agentes de direcionamento, permeagao, melhoradores épticos, corantes
e agentes terapéuticos (Kango et al., 2013). Por exemplo, a estrutura de
nanoparticulas  magnéticas  biocompativeis que apresenta  grupos

multifuncionais é ilustrada na Figura 9.
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Revestimento

Fluordforo —~ Vde polimero

Agente terapéutico Nucleo

Agente de
Segmentacao

Potenciador de permeacéao

Figura 9 - As nanoparticulas magnéticas possuindo varios ligantes, para permitir a
multifuncionalidade a partir de um unico centro de nanoparticulas (Adaptado de Kango
etal., 2013).

2.3 Nanoparticulas Magnéticas (NPM’s)

As nanoparticulas magnéticas, (NPM’s) sao definidas como materiais
com tamanho de particula entre 1-100 nm, o que resulta em uma elevada area
de superficie especifica, que favorece tanto a reatividade das NPM’s com
atomos da superficie dos centros ativos quanto as tornam faceis de serem
manipuladas sob a influéncia de um campo magnético externo (Kanimozhi e
Perinbam, 2013) dependendo da composigao quimica, da estrutura cristalina e
do tamanho das particulas, estas nanoparticulas podem exibir comportamento
ferromagnético, ferrimagnético, paramagnético, diamagnético ou
superparamagnético.

Ferromagnetismo € wuma caracteristica tipica dos metais que
apresentam alinhamento espontaneo dos seus dipolos magnéticos quando na
auséncia de campo magnético, podendo se manter orientado ao ser retirado o
campo. Acima da temperatura de Curie (TC) que é a temperatura na qual a
magnetizagdo espontanea desaparece (Cullity e Graham, 1972), esse
alinhamento é destruido e o material se comporta como um material
paramagnético. Paramagnetismo € uma forma fraca de magnetismo e surge
em materiais que possuem momentos magnéticos intrinsecos que nao
interagem entre si. Os momentos magnéticos encontram-se orientados

aleatoriamente ndo havendo uma magnetizacdo macroscopica liquida ou
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global, com a aplicagdo de um campo magnético externo ocorre o alinhamento
dos dipolos na direcao do campo (Earnshaw, 2009).

O diamagnetismo é uma forma muito fraca de magnetismo, que so6
persiste enquanto um campo magnético externo estiver aplicado. Na auséncia
do campo externo, os atomos de um material diamagnético tém momento nulo
(Padilha, 2000). O antiferromagnetismo surge devido aos atomos possuirem
momentos de dipolo permanentes adjacentes que integram entre si causando
alinhamento antiparalelo, o que s6 desaparece na temperatura de Néel
(Pessoa, 2009). O ferrimagnetismo é resultante de um alinhamento espontaneo
entre spins antiparalelos que nao se cancelam resultando em uma forte
magnetizacdo permanente (Callister e Rethwisch, 2012; Rezende, 1996) e é
uma caracteristica tipica das ceramicas ternarias contendo em torno de 70%
em peso do oxido de ferro, na forma estrutural da hematita (a-Fe203) (Rane et
al.,1994) e os 30 % restantes sdo de outros 6xidos compostos de metais de
transicdo divalentes (por exemplo CuO, NiO, ZnO, MnO e BaO) ou metais
terras raras trivalentes (por exemplo Y203) (Costa et al., 2015).

Quando estes Oxidos ternarios exibem tamanho de particulas muito
pequenas (aproximadamente 10-20 nm para alguns materiais), estas se
assemelham a um monodominio magnético e ocorre o fendmeno de
magnetizagcdo espontdnea em toda a particula, a qual desmagnetiza
espontaneamente por consequéncia de flutuacbes térmicas, apresentando
assim, uma coercividade e indugao remanente zero (Hc = 0 e Mr = 0). Esta
denominagao “superparamagnetismo” €& dada pelo fato destes sistemas
apresentarem propriedades analogas aos paramagnéticos, porém com
momento magnético muito maior (Knobel et al., 2008).

Estas propriedades superparamagnéticas, sao importantes em
aplicagdes bioldgicas, especialmente quando é necessario para se evitar
possiveis embolizacbes dos vasos capilares. Porém para as NPM’s que
apresentarem superparamagnetismo a aglomeragéo deve ser minima entre as
nanoparticulas, o que é extremamente dificil, porque pelo fato das particulas
terem tamanho nanométrico estas apresentam alta energia de superficie o que
causa uma forte atracdo entre as particulas coloidais, devido as forgcas de Van
der Waals (Morel et al., 2013).
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Outra propriedade importante em aplicagbes biolégicas ¢é a
dispersibilidade das NPM’s em um meio liquido, pois as NPM’s devem
dispersar em solventes hidrofilicos visto que, a alta dispersibilidade e
estabilidade coloidal em um meio fisiolégico aumena o tempo de circulagdo e
evita agregacédo. Segundo Kanimozhi e Perinbam (2013) quando estudaram a
sintese de nanoparticulas de FesOs4 superparamagnéticas amino silanizadas
modificadas e sua aplicacdo na imobilizacdo da lipase de Pseudomonas
fluorescens Lp1. Os autores mostraram que as NPM’s modificadas a superficie
com amino-silanos possuem boa dispersdo em agua, metanol, etanol e
isopropanol. Por outro lado, nos solventes n-hexano e acetato de etila as
particulas se agregaram e logo sedimentaram na parte inferior, como se pode

observar na Figura 10.

Aceta[o

Agua Etanol Metanol  Isopropanol p- hexano

LT uls

—g”
Figura 10 - Dispersibilidade de nanoparticulas magnéticas em diferentes solventes
(Kanimozhi e Perinbam, 2013).

Assim, o pequeno tamanho, a alta dispersibilidade, a morfologia
uniforme, e o magnetismo das NPM’s sdo normalmente necessarios para a
aplicagdo da nanoparticulas magnéticas na area biomédica (Lin et al., 2013;
Kango et al., 2013).

Atualmente, varios tipos de nanoparticulas magnéticas (NPM’s)
ceramicas vém sendo estudadas em diversas aplicagbes como, por exemplo,
catalise (Ozyilmaz et al., 2014; Safari e Javadian, 2015), residuos de
tratamento de agua (Yu et al., 2015), téxteis (Shanehsaz et al., 2015), tintas
(Trinchi et al., 2015), distribuicdo de farmaco (Thayyath et al., 2015), imagem
de ressonancia magnética (IRM) (Jinxia et al., 2015), engenharia de tecidos
(Ngadiman et al., 2015) e tratamento de cancer (Tietze et al., 2015),
imobilizacdo de enzimas e biomoléculas (Atacan e Ozaca, 2015), biossensor

(Wang et al., 2011), hipertermia, (Shundo et al., 2012, tais aplicagdes emanam


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ozyilmaz%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24090713
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shundo%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22609607
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sobretudo do tamanho nanométrico das NPM’s (Kango et al., 2013; Ladj et al.,
2013).

De modo particular a aplicacdo de NPM’s ceramicas utilizadas como
carreadores de farmaco na biomedicina € um campo relativamente novo,
porém vem crescendo significativamente. Assim, para melhor avaliagao desses
estudos foi realizado uma pesquisa de publicagdes a partir do ano 2011 até até
2017 na plataforma online Sciencedirect utilizando como termos “magnetic
nanopatrticles”, “drug delivery’.

A distribuicdo dessas publicagdes entre os anos de 2011, até 2017
encontra-se ilustrada na Figura 11, podendo assim, atestar o crescimento do

numero de estudos nessa area.

I 2011
I 2012
[ 2013
17,88% I 2014
12015
I 2016
16,02% 24,96% 12017

3,26%
10,22%

15,14%

12,53%

Figura 11 - Histograma de publicagdes das NPM’'s como carreador de farmaco no
periodo de 2011 a 2017.

Pode-se observar que ao passar dos anos o numero de publicacdes
sobre as NPM’s aplicadas como carreador de farmaco vem aumentando cada
vez mais com projegao para o final de 2015 com maior numero de publicagao
quando comparado aos anos anteriores. Na Figura 12 ilustra-se o histograma
de sistemas de NPM’s mais usadas como carreador de farmaco no periodo de
2011 até 2017.
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Figura 12 - Histograma de sistemas de NPM’s mais usadas como carreador de
farmaco no periodo de 2011 a 2017.

Por meio dos histogramas expostos na Figura 12, observa-se que os

sistemas de NPM'’s mais estudados para aplicagdes bioldgicas como carreador

de farmaco nos ultimos cinco anos séo as ferritas de cobalto (CoFe204) e a

magnetita (FesO4). Estas NPM’s apresentam uma ascengdo no numero de

trabalhos reportados dos anos de 2011-2017 para aplicagdo dessas NPM’s

como carreador de farmaco. Fato esse que se destaca principalmente pela ndo

toxicidade dessas NPM'’s, facilidade de processamento, baixo custo durante a

sintese, capacidade de conjugacao biologica e forte magnetizagao.
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A pesquisa foi feita na plataforma online Science Direct utilizando como

termos “magnetic nanopatrticles”, “drug delivery” e cada tipo de nanoparticula

especificados no histograma da Figura 12.

2.4 Ferroespinélio FeFe204 e CoFe204

Ferroespinélio € um termo dado a todas as ceramicas ternarias com
estrutura cristalina do tipo espinélio (mineral natural MgAl204) cuja composigao
quimica é constituida em torno de 70% de 6xido de ferro na forma de hematita
(Fe203) e os 30% restantes sdo de outros Oxidos compostos de metais de
transicdo divalentes como por exemplo, (CuO, NiO, ZnO, MnO e BaO) ou
metais terras raras trivalentes (Y203). Dentro dessa categoria estdo incluidas
as ceramicas magnéticas com formula quimica tipo M?[Fe23*]|0s4 e
condutividade elétrica relativamente alta. Esses materiais apresentam curva de
histerese quando submetidos a um campo magnético externo (Costa et al.,
2015).

O sistema cristalino deste material é cubico, grupo espacial Fd3m com
arranjo compacto de ions de oxigénio em uma rede cubica de face centrada
(CFC), composto de oito sub-férmulas gerando uma estrutura cristalina ternaria
do tipo AB204 (Callister e Rethwisch, 2012). Esse tipo de estrutura possibilita
uma distribuicdo dos cations no reticulo cristalino, em sitios tetraédricos e
octaédricos, cujos vértices sao ocupados por atomos de oxigénio. Os ions
metalicos ocupam os intersticios entre os atomos de oxigénio (Verwey e
Helmann, 1947). Nesta estrutura AB204, A, representa os ions metalicos
divalente, e B representa os ions metalicos trivalentes. De modo que, o0s
atomos sao dispostos nos seguintes sitios cristalograficos: sitios tetraédricos
com 8 ions metdlicos A e/ou B; sitios octaédricos com 16 ions metalicos A e/ou
B; e 32 ions de oxigénio que constituem os verties dos tetraedros e octaedros.

Na Figura 13, ilustra-se a estrutura do espinélio, com as posi¢des
octaédrica e tetraédrica. Esses materiais ceramicos ferrimagnéticos também
sdo conhecidos como materiais magnéticos moles (soft) ou de alta
permeabilidade, e sdo utilizados para criar um alto fluxo magnético a partir de

uma corrente elétrica, ou entdo para induzir uma grande indugdo magnética
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devido a um campo externo variavel (Rezende, 1996). Com excegéo tem-se o
espinélio CoFe20s4 que possui estrutura inversa e &€ um material com
caracteristica de um magneto duro (Amiri e Shokrollahi, 2013; Santos, 2015).

Para indicar a distribuicdo de cations em relagao aos sitios tetraédricos
e octaédricos, adota-se uma convencao apresentada na forma [A]{B2 }O4, em
que [ ] representa sitios tetraédricos,{ } representa sitios octaédricos e A
representa o ion metalico bivalente no sitio tetraédrico e B o ion metalico
trivalente no sitio octaédrico (Fairweather et al., 1952). Dependo da estrutura
idbnica dos cations pode-se classificar a estrutura como sendo espinélio normal-
A(B)204 ou (A?*) [B®*B*']0s e espinélio inverso - B(AB)O4 ou (B3*)[A%*B3*]04
(Cullity, 1972).

® Sitio A-Tetraédrico @ Sitio B - Octaedrico  ® Oxigénio

Figura 13 - Esquema ilustrativo da célula unitaria do espinélio. (a) sitio tetraédrico
(Sitio -A); (b) sitio octaédrico (Sitio -B); (c) célula unitaria da estrutura de espinélio e
(d) ampliagao de 2/8 da célula unitaria para melhor visualizar a disposi¢ao dos cations
e do anion nos sitios A e B (Adaptada de Junior et al., 2009).

Muitos espinélios de ocorréncia natural tém distribuicdo de cations
intermediaria entre os tipos normal e invertida. A distribuicdo i6nica pode
ocorrer com alguma inversao 8, nos espinélios, [A 1-0, Ad] {Ad B2- 8}04. Onde
0 é o grau de inversao. Para espinélio normal & = 0 e para espinélio invertido &
= 1 (Cullity, 1972). Quando contém dois ions divalentes diferentes podem ser
chamadas de estrutura de espinélio mista, por exemplo, (Ni, Zn)Fe204
(Rezende,1996).

Dentre os varios tipos de espinélios existentes sera dado énfase nessa
tese aos ferroespinélios do tipo inverso o CoFe204 (ferrita de cobalto) e
FeFe204 (magnetita) (Komarneni et al., 2012), os quais sao sistemas de
ceramicas magnéticas que se destacam para aplicagdes biomédicas como
carreadores de farmaco, principalmente pela ndo toxicidade, facilidade de

serem revestidas com a silica SiO2, formando hibridos, facil conjugacao com
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biomoléculas, serem processadas na forma nanoparticuladas, formar

compositos hibridos quando.

2.5 Ferrita de Cobalto (CoFe204)

A ferrita de cobalto é o Unico ferroespinélio do tipo inverso, (Fe3*) {Co?*
Fe®*}O4, considerado como material magnético duro (hard), devido este
material apresentar alta coercividade (Hc), segundo Costa et al., (2015) a
coercividade da ferrita de cobalto é de 2,5 x 10* Oe e magnetizagdo de
saturagcdo moderada (Ms). De acordo com Santos (2015), a ferrita de cobalto
apresenta magnetizagdo de saturagdo (Ms) de 58 meu/g e excelente
estabilidade quimica e dureza mecanica (Emadi et al., 2015; Avazpour et al.,
2015). Amiri e Shokrollahi, 2013, reportam que, materiais com valores de
coercividade maior que 10* A/m (1256,64 Oe) sdo considerados magnéticos
duro, apresentando magnetizacdo permanente, ndo sendo, portanto facilmente
desmagnetizados (ima permanente). Materiais com valores de coercividade
menor que 500 A/m (6,28 Oe) s&o considerados mole como, por exemplo, a
magnetita (FeFe204) (Sinnecker, 2000).

Segundo Amiri e Shokrollahi, (2013) a ferrita de cobalto (CoFe204)
apresenta boa capacidade de ser funcionalizada com farmaco, sendo aplicada
em sistemas de distribuicdo de farmaco, especialmente a quimioterapia com
potencial aplicagao para uso terapéutico e diagnostico na biomedicina. Estudos
também relatam que, devido as propriedades magnéticas, fisicas e quimicas a
ferrita de cobalto tém sido vastamente aplicada como fluido magnético
(Kickelhaus, et al., 2004), carreadores de farmaco ativados magneticamente
(Wu et al., 2011), agentes de contraste para MRI (Biasi et al., 2015;
Sattarahmady et al., 2015), isolamento de DNA (Prodélalova et al., 2004),
sensores de gas (Caltun et al.,2008), optoeletronica (Ramesh et al., 2013), e
dispositivos de frequéncia de micro-ondas (Hannour et al., 2014).

Devido a importancia da ferrita de cobalto (CoFe204) em aplicagdes
biomédicas a seguir sera feito um breve resumo sobre alguns trabalhos

relevantes nos nessa area.
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Kim et al., (2008) sintetizaram nanoparticulas de CoFe204, dispersa em
agua, e a investigou como agentes de aquecimento para a entrega de farmaco
termo-magnético e hipertermia. Durante as experiéncias de aquecimento, cada
uma das solugdes de nanoparticulas CoFe204 atingiu um estado estacionario
em que a temperatura aumentou entre 0,1 e 42,9 °C acima das condi¢des
ambiente, quando um campo magnético de 127-634 Oe foi aplicado a 231 ou
266 kHz. A geracgao de calor mostrou ser dependente da intensidade do campo
magnético e frequéncia aplicada. Por conseguinte, o aquecimento desejado
para a entrega de farmaco magneticamente desencadeada ou hipertermia
pode ser alcangado em nanoparticulas CoFe204 disperso em agua ajustando-
se 0 campo magnético e frequéncia.

Pershina et al.,, (2009) investigaram a interacdo entre DNA e
nanoparticulas de ferrita de cobalto por espectroscopia de FTIR. A CoFe204 foi
preparada pelo método quimico mecanico. Os autores observaram que o DNA
se ligou de forma eficiente a CoFe204 em solugbes aquosas (Tris-HCI),
formando um bionanocompdsito. A capacidade de adsorcdo do DNA nas
nanoparticulas de CoFe204 foi avaliado e apresentou valor de 5,25 x 103
mol/m?. A dessor¢gdo de DNA a partir da superficie das nanoparticulas foi
analisada ao alterar o pH, a forga i6nica, e composi¢cao quimica do meio. O
nanocompédsito DNA-CoFe204 foi investigado por espectroscopia de FTIR. O
bloco de dados permitiu considerar o mecanismo da interagdo entre um
polinucledtido e nanoparticulas CoFe204 supondo a presenga da ligagéo,
devido a interacdo da coordenagcdao dos grupos de fosfato e bases
heterociclicas de DNA (atomos de oxigénio da timina e guanina) com ions
metalicos na superficie da nanoparticulas, confirmando a formacgcao do
bionanocompdsito.

Guglielmo et al., (2010) reportaram a embriotoxicidade da ferrita de
cobalto e nanoparticulas de ouro in vitro por meio do ensaio padrao TSE que
permite classificar as substancias forte, fraca ou ndo-embriotoxicas expondo as
nanoparticulas de cobalto revestidas com ouro e silanotiol a células-tronco
embrionarias (ES-D3) apenas durante os primeiros 5 dias do ensaio. Os
resultados obtidos permitiram classificar as nanoparticulas de ferrita de cobalto

revestidas com ouro e silanos. No caso da ferrita recoberta com silano, esta
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apresentou-se como fracamente embriotoxicas e nao embriotoxicas quando
recobertas com ouro.

Wang et al., (2011) prepararam o hibrido CoFe204/SiO2 pelo método de
Stober et al., (1968) utilizando como precursores da silica o 3-
aminopropiltrimetoxisilano (APTS) e o TEOS (tetraetilortosilicato). Os autores
observaram nos espectros de FTIR e espectro de Raman a presencga de
grupos funcionais reativos responsaveis pela conjugagdo bioldgica
provenientes do TEOS e APTS tais como: Si-OH; NH2 e CH2. Por meio das
curvas de histerese observou-se que os valores de Ms foram de 51,7 meu.g™'
para as NPM’s de CoFe204 e de 35,4 emug™' para o hibrido CoFe204/SiO2. Essa
diminui¢cdo no valor da Mr deu-se devido ao revestimento das NPM’s com a
SiO2. O nanohibrido apresentou distribuicdo estreita, morfologia
aproximadamente esférica com particulas de tamanho aproximadamente igual
a 60 nm apresentando grande potencial biolégico para aplicagdes, tais como
material para a imobilizacdo de enzimas.

Wu et al, (2011) sintetizaram pelo método de co-precipitacdo
solvotérmica (hibridos) formados por multicamadas de nanotubos de carbono
com ferrita de cobalto (MWCNT)/CoFe204. Estudos in vitro revelaram que o
hibrido (MWCNT)/CoFe204 apresentou baixa toxicidade apresentando cerca de
80% da viabilidade celular apdés 24 horas de tratamento, atividade hemolitica
desprezivel, e um excelente efeito sobre as células cancerosas. Além disso, o
hibrido (MWCNT)/CoFe204 apresentou uma elevada capacidade de
carreamento para o farmaco anticancerigeno doxorrubicina (DOX)
apresentando potencial aplicagdo tanto como agentes de contraste de imagem
em ressonancia magnética, como em sistemas de distribuicdo de farmaco
anticancer para diagnostico simultdneo e quimioterapia para tratamento do
cancer.

Covaliu et al, (2013) ao estudarem a obtencdo de materiais
nanoestruturados hibridos de CoFe204 revestidos por biopolimeros
polivinilpirrolidona (PVP) e polietilenoglicol (PEG) com a finalidade de
aplicagdes biomédicas. Os autores obtiveram nanohibridos magnéticos cujos
valores de Ms para CoFe204, CoFe204/PVP e CoFe204/PEG foram de: 54,9,

60,1 e 63 [Am?/kg] respectivamente, além do comportamento magnético os
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autores testaram a viabilidade biolégica das nanoparticulas nao revestidas de
cobalto e dos hibridos em bactérias Bacillus subtilis, Pseudomonas aeruginosa,
Escherichia coli, Salmonella enterica sorovar typhimurium e levedura Candida
scotti e avaliaram o efeito téxico e a eficiencia do hibrido e concluiram que este,
nao apresenta atividade toxica e apresenta atividade antioxidante sendo
promissor em aplicagdes bioldgicas.

Khan et al., (2014) desenvolveram um nanocomposito constituido por
polianilina/CoFe204, em solugcdo aquosa, pelo método de polimerizacdo da
anilina, para inibir o crescimento da produgdo da bactéria, Candida albicans
077 nas concentragdes de 5, 10 e 15 yg/mL de polianilina nas NPM’s de
CoFe204. Os autores, observaram que, a atividade anticandida do compdsito é
diretamente proporcional a concentragdo de polianilina utilizada, onde a
inibicdo quase completa de crescimento foi observada na concentragdo
maxima de 15 mg/mL, onde houve uma maior interagdo entre as NPM'’s de
CoFe204 e a polianilina. O nanocompdsito apresentou-se também, com
caracteristicas antioxidante. Dessa forma, os autores concluiram que o
nanocompédsito  polianilina/CoFe204  mostrou-se  promitente  atividade
anticandida.

Kooti et al, (2015) relataram a obtencdo do compdsito
(CoFe204/SiO2/Ag), por meio do revestimento das nanoparticulas de CoFe204
pelo método de Stdber et al., (1968) com o tetraetilortosilicato (TEOS), em
seguida, as nanoparticulas de prata (Ag) foram encrustadas por meio de
reducdo quimica do compdsito de nitrato de prata. A atividade antibacteriana
do composito CoFe204/SiO2/Ag, foi aplicada isoladamente e combinada ao
farmaco estreptomicina. Seu efeito, foi investigado contra bactérias Gram-
positivas e Gram-negativas, empregando ensaio de difusdo em disco. Foram
utilizadas concentragdes do farmaco de 40 e 80 mL"' impregnados no
CoFe204/SiO2/Ag. Os autores, observaram que, a bacteremia tericidal, avaliada
através do didmetro de zonas de inibicdo, foi maior no compdsito combinado
com o farmaco estreptomicina, indicando sua conjugacdo com o compdésito
CoFe204/SiO2/Ag, sendo promissores como carreadores de farmaco.

Yunok et al., (2016) sintetizaram nanoparticulas de CoFe204 sendo sua

superficie modificada com o acido meso-2,3-dimercaptosuccinico (DMSA) e
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conjugada com o farmaco Doxorubucina (Dox) para avaliar a termoterapia e
quimioterapia de células cancerosas do tipo MDA-MB-231. Os resultados
obtidos evidenciaram que a Dox foi liberada no hibrido CoFe204@DMSA, em
que, os grupos amina da Dox ligaram-se a DMSA através de interagcéo
eletrostatica e por pontes de hidrogénio com a CoFe204, absorvendo células
cancerosas a partir do processo tipico de endocitose e posteriormente o
sistema CoFe204@DMSA foi transportado no sistema endossomal
intracelular/lisossomal e sob um campo magnético alternado (AMF) a liberacéo
da Dox ocorreu de forma acumulada e com concentracdes elevadas no nivel
subcelular nos locais desejados e exibiram um efeito sinérgico de uma
citotoxicidade celular aumentada pelos efeitos combinados da quimioterapia
térmica. E importante notar que as nanoparticulas CoFe204 carregadas com
Dox, com sensibilidade ao pH e a temperatura, induziram apoptos celulares
significativos que foram mediadas de forma mais eficiente na membrana
mitocondrial ativa. Assim, o sistema CoFe204@DMSA foi eficaz como
carreador da Dox e pode ser utilizado como um agente terapéutico na terapia
do cancer combinando com técnicas de termo-quimioterapia.

Samavati e Ismail (2017) avaliaram as propriedades antibacterianas
contra bactérias Gram-negativas Escherichia coli (E. coli) de nanoparticulas de
ferrita de cobalto substituidas por cobre (CuxCo1-xFe204), onde x = 0,0, 0,3, 0,5,
0,7 e 1,0, sintetizadas pelo método de co-precipitacdo. A estrutura cristalina e
as propriedades antibacterianas das amostras em fungdo do teor de Cobre
substituidos foram sistematicamente estudadas. Com o aumento da
concentracdo de Cu, o tamanho das nanoparticulas diminuiu de 30 para 20 nm.
Pelo FTIR observaram bandas de absor¢cdo fundamentais proeminentes em
595 e 419 cm’' de metais em locais tetraédricos e octaédricos,
respectivamente. Os resultados indicaram que a substituicdo de Co por Cu em
nanoparticulas de ferrita de cobalto influencia fortemente a microestrutura,
estrutura cristalina e didmetro de particula, além de melhorar as propriedades

antibacterianas.
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2.6 Magnetita (Fe30a4)

A magnetita, € um o6xido ferroso constituido por dois tipos de ions
ferrosos, Fe?* e Fe3*, possui estrutura de espinélio inverso com formula
estrutural (Fe®*)[Fe?* Fe®*]04, sendo a formula estrutural mais utilizada a
Fe3O4. Nesta estrutura os spins emparelhados do Fe*3 localizados nos sitios
tetraédricos e octaédricos distribuidos igualmente em direcbes opostas, se
anulam gerando comportamento antiferromagnético nestas duas posi¢oes.
Porém os ions de Fe?* estdo desemparelhados na posi¢cdo octaédrica, sendo,
portanto responsavel pelo ferrimagnetismo deste material (Komarneni et al.,
2012; Xu et al., 2013).

Quanto ao seu comportamento magnético, a magnetita é um tipo de
ferrita mole, considerados magnetos n&o permanentes ou de alta
permeabilidade, ou seja, materiais que sao facilmente magnetizados e
desmagnetizados. O valor de coercividade para estas ferritas ocorre para
campos baixos, Hc < 10® A/m (Costa et al., 2015).

As nanoparticulas de magnetita fazem parte de uma espécie
importante de material ferrimagnético utilizado para aplicagdes biotecnolégicas
e biomédicas devido a baixa toxicidade, estabilidade quimica e natureza nao
carcinogénica (Yuan et al., 2011), sendo utilizada em aplicagbes tais como:
biosseparagéo (Long et al., 2015), hipertermia (Brollo et al., 2016), ferrofluidos
(Slavov et al., 2010), carreador e transporte de farmacos (Lu et al., 2013,
Sadighian et al., 2014), agente de contraste em ressonancia magnética,
radioterapia, transportador para as macromoléculas oligonucledtideas e
enzimas (Kanimozhi e Perinbam, 2013). A Fe3O4 também tem sido utilizada em
processos ambientais tais como o tratamento de aguas residuais (Fajaroh et
al., 2012). Devido sua importancia na area biotecnoldgica a seguir sera feito um
breve relato sobre algumas pesquisas mais relevantes nessa area nos ultimos
anos.

Tran e Webster, (2011) avaliaram a Fes3O4 revestida com a HAp. Os
autores realizaram testes de absorgao, proliferacdo, densidade de osteoblastos
humanos e atividade de mineralizagdo 6ssea (ALP). Os autores obtiveram

particulas nanométricas inferiores a 20 nm que foram absorvidas pelos
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osteoblastos com eficiéncia, a proliferacdo da Fes3Os-HAp nos osteoblastos
ocorreu em aproximadamente cinco dias, sendo que a densidade de absorgao
do compdsito FesOs4-HAp em osteoblastos alcancou seu nivel maximo apds 5
dias, sendo cerca de duas vezes superior a Fe3O4 pura e cuja atividade de ALP
(marcador da formagdo do osso através da mineralizacdo 6ssea) foi de 10
vezes a mais quando comparada a Fe3O4 pura. Por meio destes resultados os
autores concluiram que o composito FesOs-HAp € promissor para aplicagdes
ortopédicas.

Huang et al., (2012a) sintetizaram compdsitos formados por FesO4 em
matrizes de silica mesoporosas pelo método sol-gel para uso como carreador
do farmaco aspirina. Medicbes magnéticas revelaram que este compdésito
apresentou reatividade suficiente sob campo magnético externo
biocompatibilidade, baixa citotoxicidade e liberagdo prolongada difusa para a
aspirina in vitro. Este compdsito magnético apresentou taxa de absorgao alta e
liberacdo rapida, sendo assim, um candidato promissor para a bioadsorgao e
entrega do farmaco aspirina.

Kumari e Singh (2013) sintetizaram nanoparticulas hibridas de Au-
FesO4 dispersas em acido glicélico e funcionalizadas com quitosana para se
obter scaffolds. Os resultados in vitro foram realizados em células de
fibroblasto de rato. De acordo com os resultados obtidos observou-se que, o
hibrido Au-Fe3O4 incorporado no suporte apresentou uma morfologia porosa,
esférica e estavel de tamanho entre 5-10 nm, onde os poros antes da adigcéo
do farmaco (ciclofosfamida) apresentaram tamanho entre 3,37-5,28 um e
diminuiram apds a adicdo do farmaco, passando a apresentar tamanho dos
poros entre 3,4-4,9 um. A absorgdo do Au-FesOs-farmaco no suporte (scaffold)
foi investigado em diferentes solugcbes: HCI, NaOH e solugdes de fluido
corporal (SBF) (pH 7,4). Sendo a liberagéo do farmaco da superficie do suporte
mais elevada na solugéo de SBF, ocorrendo inicialmente de forma rapida (até
200 min), e posterior diminuicdo com o tempo ap6és 250 minutos. Quanto a
proliferacdo das células cultivadas sobre o suporte de quitosana/acido glicélico
observou-se uma maior absor¢do durante as primeiras 2h, com ligeira
diminui¢cdo no numero de células em torno de 4h.

Chen et al., (2013a) produziram um nanocarreador de doxorrubicina
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(DOX) multifuncional de FesO+s@C@Ag com boa dispersibilidade. Os autores
observaram pelos testes in vitro que o carreamento do farmaco foi de 997
mg/g, enquanto que, a eficiéncia de encapsulagdo atingiu 78,51%. O valor
excedeu o valor permitido para carreamento do farmaco, que é sempre abaixo
de 900 mg/g. Quanto ao hibrido Fe3sO4@C@), este apresentou excelente
resposta magnética quando submetido a um campo magnético externo. A
magnetizagdo de saturagao do hibrido FesO4@C@Ag foi de 25 emu/g, sendo
este valor aceitavel para a sintese de um nanocarreador aplicado como um
sistema multifuncional de manipulagdo magnética, terapia, imagem e
diagnostico na biomedicina.

Chen et al., (2013b) produziram nanocompésitos FesO4@Ag revestidas
com a glicose polimerizada como carreador do farmaco aspirina. Os autores
investigaram o transporte e liberagdo do farmaco em diferentes meios e
verificaram que os nanocompdsitos magnéticos exibiram uma boa capacidade
de transportar a aspirina até 23 %. A liberagao do farmaco foi investigada em
diferentes meios (agua, solugdo tampao de fosfato e solugdo de NaCl). A
liberacdo cumulativa do farmaco na solugcdo de NaCl foi maior do que em
solucdo de agua deionizada e na solugao tampao de fosfato. Quanto ao tempo,
ocorreu liberacao rapida do farmaco nos 10 min iniciais.

Yan et al., (2014) sintetizaram nanoestruturas de Fe3O4 conjugada com
o farmaco anticancerigeno doxorrubicina (PN) revestida com a quitosana. Por
meio dos resultados obtidos, os autores observaram a formacao de
nanoestruturas esféricas com tamanho de particula média final de cerca de 50
nm. A andlise do magnetdmetro de amostra vibrante (VSM), mostrou que o
valor de saturagdo da magnetizagéao (Ms) foi de 6 emu/g. O comportamento de
liberagdo do farmaco a partir das nanoparticulas foi investigada, tanto em
solugdes acidas como em solugdes neutras tamponadas e os valores obtidos
foram de 5,3 e 7,4 respectivamente. Quando o fator avaliado foi o pH, foram
analisados o pH de 5,3 e 7,4 durante 7 dias. Os resultados obtidos sugeriram
que a liberagao foi aumentada duas vezes a um pH 5,3 em comparagao com
pH 7,4 durante 7 dias. Os resultados mostraram que as nanoparticulas
reagiram com éxito para o campo magnético externo e pH. Os autores

concluiram, portanto, que esta metodologia pode ser usada para melhorar a
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eficacia terapéutica dos farmacos anticancerigenos.

Huang et al., (2015) sintetizaram o compdsito hidroxiapatita/cisplatina
(HAp/CDDP) pelo método de microemulsdo e a magnetita (FesOa4) foi entao,
precipitada sob sua superficie. O compodsito obtido, foi entdo avaliado na
terapia contra o cancer de pulméo e hipertermia. O compdsito obtido, foi
caracterado por DRX, MET, propriedades magnéticas. Por meio dos resultados
obtidos, observou-se que, a fase principal é constitida pela hidroxiapatita, onde
o material € nanocristalino e apresenta-se na faixa de 50-80 nm, apresentando
propriedades superparamagnéticas capaz de induzir o calor dentro do corpo
em minutos. Os autores relataram que, na terapia contra o cancer de pulméo, o
composito mHAp/CDDP proporcionou um efeito sinérgico contra a proliferagéo
de células A549 e contra o crescimento tumoral e apresentam grande potencial
para o tratamento do cancer de pulmao

Anjaneyulu e Vijayalakshmi, (2016) desenvolveram revestimentos de
hidroxiapatita [HAp:(Ca)1o (PO4)s(OH)2] obtida pelo método sol gel e magnetita
(FesO4) sobre liga de Ti-6Al-4V por tratamento alcalino utilizando varias
concentragcbes de nanoparticulas de FesO4 tais como 1, 3 e 5% em massa,
respectivamente. O estudo de bioatividade in vitro confirmou que o compdsito
de HAp/FesOs4 revestido com Ti-6Al-4V apresentou propriedades altamente
bioativas e induziu a neo formacao 6éssea com apatita. Estudos de resisténcia
evidenciaram que, o0s compositos com 1% de Fes3Os4 apresentam
comportamento anti-corrosivo superior aos compositos com 3,5% de FesOa,
devido a grupos Fe-OH inferiores e uniformes na camada aderente que
restringiu a lixiviagdo de ions. Deste modo, este estudo sugeriu que o
composito HAp/FesO4 pode ser utilizado para aplicagées biomédicas.

Ahmadzadeh et al., (2017), sintetizaram NPM'’s revestidas com HAp
utilizando bactérias Enterobacter Aerogenes no processo de biomineralizagao.
O precipitado resultante foi entdo, calcinado a 600 °C e investigados no que diz
respeito, as caracteristicas estruturais, tamanho de particula e forga magnética.
Os efeitos das NPM’s e NPM’s revestidos com HAp (HAp-MNPs) na viabilidade
de linhas de células MCF-7 humanas através de ensaios da atividade
mitocondrial (MTT) e lactato desidrogenase (LDH) foram estudados. Por meio

dos resultados, observou-se que, o compodsito HAp-NPM'’s, apresentou
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propridades nanoestruturais de diametro entre 3-25 nm e 20-80 nm,
respectivamente para as NPM’'s e HAp-NPM’s. O compodsito HAp-NPM'’s
sintetizados biologicamente formaram uma suspensao estavel e mantiveram
sua propriedade magnética. A magnetizagdo de saturagao (Ms) de HAp-NPM’s
foi de aproximadamente 10 emu g-'. Os resultados da viabilidade das linhagens
celulares indicaram que o revestimento das NPM’s via biomineralizagao
apresentou-se promissora para sintetizar nanoparticulas magnéticas bio-
compativeis com caracteristicas estruturais fisicas e quimicas adequadas.
Onde, o nivel de toxicidade das NPM'’s foi reduzido em 10 vezes quando

revestido com a HAp.

2.7 Hidroxiapatita

As apatitas sdo representadas geralmente pela formula M10?>* (BO4+*)s
X2, onde: M = Ca?*, Sr?*, Ba?*, Pb?*, Cd%+, Mg?*, Fe?*, Re®*, Na*, K*. Em que,
BO = PO4*, AsO4*, VO43*, S0s%, SiO4*, e X = F, CI, OH, Br, 0%
Apresentam-se dispersas na natureza como constituintes principais de rochas
igneas e metamorficas, em grandes depdsitos e em varios locais do mundo.
Sua forma predominante € a apatita de calcio, Ca1o (PO4)s X2. Substituindo-se
os anions X por OH" tem-se a hidroxiapatita (Bicalho et al., 2008).

A hidroxiapatita apresenta grande interesse biolégico, por ser o
principal constituinte inorganico de ossos e dentes dos seres vertebrados, pode
ser usada normalmente utilizado para a preparagao de biomateriais para
substituicdo e/ou reparo de tecidos duros, na reparacao e mineralizacdo o0ssea,
como substitutos de ossos, implantes, revestimentos dentarios e proteses
ortopédicas (Arcos e Vallet-regi, 2013; Rey e Combes, 2016).

A presencga de duas unidades de formula na célula unitaria do HAp de
férmula quimica dupla utilizada (Ca1o (PO4)s(OH)2 Vs. Cas(POa4)3(OH), justifica
a existéncia de dois polimorfos de HAp que sao conhecidos: a forma
monoclinica, que ocorre no grupo espago monoclinico P21/b, e o hexagonal,
grupo espacial P63/m (Bigi, Boanini e Gazzano, 2016). A forma monoclinica é
facilmente desestabilizada pela presenca de quantidades muito pequenas de

impurezas. A razéo pela qual a forma hexagonal é geralmente encontrada em
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apatitas biolégicas. Além disso, a forma monoclinica é transformada em
hexagonal a temperaturas acima de 250 °C (Dorozhkin, 2011). A Figura 14,
apresenta a vista em perspectiva ao longo do eixo ¢ do ambiente do local onde

estao os ions OH-
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Figura 14 - Vista em perspectiva ao longo do eixo ¢ do ambiente do local onde estdo
os ions OH-. Alguns dos ions de substituicdo possiveis sdo relatados. Os dois
triangulos juntam os ions Ca (II) no mesmo nivel ao longo do eixo ¢ (Bigi, Boanini e
Gazzano, 2016).
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Esta estrutura "aberta" e flexivel explica a grande variedade de
materiais catidbnicos e anidnicos que a hidroxiapatita pode hospedar. Em
particular, as distancias mais curtas e seu estrito alinhamento em colunas entre
os atomos Ca (l) o torna mais adequado para cations mais pequenos. Por outro
lado, as distancias entre os cations Ca (ll) sdo relativamente grandes e os
atomos de Ca (ll) em camadas consecutivas sao escalonados, de modo que,
este local pode acomodar cations maiores (Bigi, Boanini e Gazzano, 2016).

Assim sendo, a estrutura da hidroxiapatita € capaz de incorporar outros
ions substituindo pelos cations Ca*? bem como, pelos dnions OH- e PO43 sem
grande distorcdo da estrutura (Chengyuan et al.,, 2011). Em particular, a
hidroxiapatita deficiente de Ca*? pode ser parcialmente substituida
metabolicamente por: Na*, Mg*?, Sr*?, K* e alguns oligoelementos importantes,
como Pb*?, Ba*?, Zn*?, Fe*? e PO43. Os grupos sdo substituidos parcialmente
por CO37?, (carbonato - apatita, dahlite), enquanto OH - pode ser substituido por

CO3?, CI e em especial F- no esmalte do dente e a dentina. Esta variabilidade
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de composicao da HAp é a responsavel pelas suas propriedades de alta
biocompatibilidade e osteocondutividade (Heimann, 2013).

Devido a capacidade de incorporar varios materiais a partir da
hidroxiapatita pode-se obter novos materiais, que apresentam potenciais
aplicagbes nas areas de odontologia, patologias 6sseas (Arcos e Vallet-regi,
2013, Tran e Webster, 2011), luminescéncia (Liu et al., 2014), catalise
(Sheykhan et al., 2011).

A hidroxiapatita (HAp) é portanto, das fases do fosfato de calcio a mais
atrativa para aplicagdes biomédicas devido a sua excelente biocompatibilidade,
bioatividade, nao toxicidade, biodegradagao lenta, boa estabilidade mecanica,
grande capacidade de absorcao (Tan et al., 2012; Noelia et al., 2013; Xiao et
al., 2013; Yang et al.,2010; Zhang et al., 2014; Cho et al., 2014; Liu et al.,
2014), area superficial e porosidade elevada (Pon-on et al, 2011) e
principalmente por sua semelhanga com o osso humano natural (Wijesinghe et

al., 2014). Através da Figura 15 exibe-se a estrutura da hidroxiapatita.

Figura 15 - Estrutura da hidroxiapatita (Bicalho et al., 2008).

Os fosfatos de calcio, representam um grupo de compostos que podem
precipitar a partir de uma solugdo que contenha calcio e fosfato. Esta
precipitacdo de fosfatos de calcio de um sistema, envolve varias fases de
reagcado solidas-liquidas, bem como a cinética de cristalizagdo da espécie
visando a pureza do produto formado (Vasenko e Qu, 2017).

Durante os processos de biomineralizagdo, os organismos vivos sao

capazes de cristalizar e depositar uma ampla gama de minerais. Entre eles,
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estao os fosfatos de calcio que sido produzidos em vertebrados ndo apenas nos
ossos e dentes mas também (calculo dentario, urinario pedras, lesdes
ateroscleroticas) calcificagdes de tecidos. Na Tabela 4, apresenta-se os tipos
de fosfato de calcio em funcéo das formulas quimicas e valores de solubilidade.

Tabela 4 - Tipos de fosfatos de calcio que variam em férmulas quimicas e valores de
solubilidade.

pKa

Ca/P Nome Simbolo Formula 25 oC
0,5 Fosfato Monocélcico monohidrato MCPM Ca(H2PO4)2-H20 1,14
0,5 Fosfato Monocalcico anidro MCPA Ca(H2POs):. 1,14
1,0 Fosfato dlcaIC|q dihidratado DCPD CaHPO,-2H,0 6.50

(brushite)
1,0 Fosfato dlcalc‘lco anidro DCPA CaHPO. 6.90
(monetita)

1,33 Fosfato de octacalcio OCP Cag(HPO4)2(PO4)4-5H,O 96,6
1,5 a-fosfato tricalcico (a-TCP) Ca3(POa4)2 25,5
1,5 B-fosfato tricalcico (B-TCP) Ca3(PO4)2 28,9

1,2-2,2 Fosfato de calcio amorfo ACP Cay(POa4)y'nH20 -

1,67 Hidroxiapatita HAp Ca1o (PO4)s(OH)2 116,8

Fonte: (Szczes, Hotysz e Chibowski, 2017).

Entre os fosfatos de calcio (CaPs) de razdo molar (Ca/P = 0,5-2,0), a
mais adequada para aplicagdo biomédica e de modo particular ortopédica &
hidroxiapatita estequiométrica (HAp) de razdo molar (Ca/P =1,67), devido a
semelhanga com a apatita, principal elemento do nosso osso natural
(Chakraborty et al., 2016; Miculescu et al., 2017).

Assim, numerosos estudos tém sido feitos para determinar as
condi¢cdes de sintese da hidroxiapatita pura. A escolha do método de sintese é
importante para garantir a obtencdo de hidroxiapatita economicamente
desejavel, monofasica, nanocristalina de morfologia regular e incluem métodos
secos que resultam em pds muito finos € homogéneos, porém estes métodos
geralmente ndo permitem a obtencdo de materiais com composicao
estequiométrica bem definida, além do dificil controle das condi¢des de sintese
e métodos umidos (Yorug e Aydinoglu, 2017).

Os métodos mais amplamente reconhecidas utilizadas para produzir
nano-hidroxiapatita sintética (nHAp) (Turk et al, 2017) e incluem métodos

secos que envolvem estados solidos e mecanicos) 2) métodos umidos
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envolvendo precipitacdo quimica (Mehta et al., 2017), hidrdlise, sol-gel (Ben-
Arfa et al., 2017), hidrotermal (Wang, Xue e Zhu, 2017), emulsdo e
sonoquimicos (Edralin et al.,2017); 3) processos de alta temperatura, incluindo
combustdo (Canillas et al., 2017) e pirdlise (Shi et al., 2017); 4) sintese
baseada em fontes hidrotermais biogénicas (Szcze$, Hotysz e Chibowski,
2017), sintese biomimética assistida por micro-ondas (Turk et al., 2017).

Entre os métodos umidos, de obtencido da hidroxiapatita o método por
por precipitacdo consiste na neutralizacado a partir da reagao entre hidroxido de
calcio [Ca(OH)2] e acido fosforico [H3POa4]. O 6xido de calcio é obtido a partir da
calcinacdo da calcita, a temperatura de aproximadamente 1100 °C e ¢é
posteriormente hidratado para a obtengao do hidréxido de calcio (Bicalho et al.,

2008), de acordo com as equagdes abaixo:

CaCO, — CaO+CO, (1)
Ca0 +H.0 — Ca (OH), (2)
10Ca(OH). + 6H.PO; — Cai(PO:){(OH). +18H.0 (3)

A reacdo de ajuste entre Ca(OH)2 e HsPOs4 desenvolve-se
exotérmicamente com a liberagao controlada de anions de fosfato em agua, em
trés estagios (dissolugcédo de reagentes, nucleagao de nova fase e cristalizacéao
dos produtos da reagdo). A mistura dessas duas solugdes pode levar a
precipitacdo de diferentes fases de fosfatos de calcio, dependendo da
quantidade de reagente e do pH da solugao resultante (Miculescu et al., 2017).
Por meio da Tabela 5, evidencia-se os parametros de sintese da HAp. O

controle de temperatura, pH da solugao, cinética da reagao sao cruciais.

Tabela 5 - Parametros de sintese da HAp por precipitacao.

Amostra o-M | 1-M | 1.5-M | 2-M | 1-S | 1.5-S | 2-S
Ca(OH): [g] 2 2 2 2 2 2 2
H3PO4 [ml] 1.33 | 1.33 2 2.66 | 1.33 2 2.66
Parédmetro TRy
Agitacéo
magnéticaizh] | X | Y | Y | Y[ Y| Y

Fonte: Fonte: (Miculescu et al.,2017).



61

A hidroxiapatita porosa e nanocristalina, devido a sua nao toxicidade e
biocompatibilidade, € de grande interesse como sistema de administracdo e
liberagdo controlada de farmaco. Como o ambiente gastrico é acido pode
degradar a HAp, ela tem sido usada principalmente como um sistema
esquelético de administracdo de medicamentos em disturbios ésseos (como
osteoporose, tumores 0sseos) em vez de sistemas terapéuticos orais (Szczes e
Hotysz, 2017).

Sistemas de administragdo com hidroxiapatita, requer uma morfologia
especial que permite o carreamento de farmaco de alta capacidade. Com base
nas propriedades da HAp, esta tém se destacado na obtengao de carreadores
de farmaco por combinagdo com NPM’'s e/ou luminescentes conferindo ao
carreador propriedades clinicas importantes para o diagnostico e tratamento de
doencgas a exemplo da osteomielite (Bhattacharya et al., 2013; Uskokovic et al.,
2013).

A HAp com caracteristica magnética tem sido usada, para aplicagédo
como segmentacdo, separagao e entrega de gene (Kai-Hui et al., 2012; Zuo et
al., 2012), carreador de farmaco (Pon-on et al., 2011; Sadighian et al., 2014),
extragao em fase solida de plasmideos de DNA (Shan et al., 2012), hipertermia
no tratamento de cancer (Hou et al., 2009), defeitos ésseos (Tran e Webster,
2011), como substitutos O6sseos para melhorar a regeneragdo de tecidos
(Panseri et al., 2012b).

Portanto, a associacao da HAp com NPM’s tém mostrado excitantes e
promissoras aplicagdes nos avangos da saude e dos medicamentos,
apresentando potencial aplicagdo como carreadores de farmaco para
tratamento de varias enfermidades, principalmente aquelas relacionadas ao

0sso humano como por exemplo, a osteomielite.

2.8 Carreadores de Farmaco

Os carreadores de farmaco, sao materiais utilizados para a liberagao
controlada de substancias biologicamente ativas e apresentam como
vantagens: i) a liberacdo localizada do farmaco em um compartimento

particular do corpo, diminuindo, dessa forma, o nivel sistémico do farmaco; ii)


http://www.ingentaconnect.com/search;jsessionid=2p4adpp28e157.x-ic-live-03?option2=author&value2=Zuo,%20Kai-Hui
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manutengdo de niveis constantes do farmaco no organismo, implicando em
uma eficiéncia maior na utilizacao do agente (ou seja, € necessario menor teor
de farmaco para produzir o mesmo efeito que os sistemas convencionais); iii)
preservagao do farmaco que pode ser rapidamente destruidos pelo corpo (isso
€ particularmente importante para moléculas biologicamente sensiveis, tais
como proteinas) e, iv) menor frequéncia de administragdo do agente ativo,
aumentando o conforto do paciente e a eficacia do tratamento (Souza et al.,
2011; Sharma et al., 2012; Huang et al., 2012b).

Os primeiros estudos realizados para a obtencédo de sistemas
carreadores eficazes tiveram como base o encapsulamento de moléculas. O
primeiro estudo data do inicio do século XX, quando Paul Ehrlich propés o seu
modelo, que ficou conhecido por “Bala Magica de Ehrlich” (Ehrlich’s Magic
Bullet). Hoje, seguindo a mesma ideia, existem sistemas carreadores, como
lipossomas, niossomas, aquassomas, transferssomas, nanocaspulas,
microcapsulas, ciclodextrinas, nanoparticulas poliméricas, microesponjas,
nanoparticulas inteligentes entre outros (Henrique et al., 2006, Bergmann,
2008).

Ao se tratar de sistemas carreadores, como NPM'’s este deve ser
pequeno (menor que 100 nm), ndo téxico, biodegradavel, biocompativel, ndo
agregar, ndo deve promover a opsonizagdao com células fagocitarias,
(opsonizacdo sao proteinas, tais como imunoglobulinas ou proteinas do
complemento que se liga a microbios e substancias estranhas e séo absorvidas
pelas células fagocitarias do sistema reticulo endotelial) (Naahidi et al., 2013),
apresentar tempo de circulagdo prolongado no organismo, rentavel e ndo ser
inflamatorio (Aguilar, 2013).

Neste sentido, a viabilidade e eficacia da segmentagdo magnética do
carreador de farmaco dependem tanto do tempo de circulacdo do farmaco na
corrente sanguinea, quanto do campo magnético externo que deve exercer
forca magnética suficiente em relagdo as forgas hidrodindmicas do fluxo de
sangue sobre o carreador, para levar o farmaco ao alvo (Plank et al., 2011).

A este respeito, as NPM’s se destacam em aplicagcdes como carreador
de farmaco e determina como o farmaco pode ser concentrado e mantido em

dado local por meio de um campo magnético externo. Isto permite que alta


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780123850898000054
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dose do farmaco seja entregue no alvo desejado minimizando a exposi¢géo dos
tecidos ou 6rgaos saudaveis a seus efeitos secundarios (Tiefenauer, 2007,
Sadighian et al., 2014) minimizando a citotoxicidade e aumentado a interagcéo
entre o farmaco e o alvo de interesse.

Carreadores de farmaco magnéticos, consistem portanto, na atragao
do carreador magnético por um campo magnético externo. Onde, uma forga de
magnética externa € capaz de “prender” e difundir o farmaco no alvo por agao
da vibragdo das NPM'’s que gera calor. Para tanto, a obtencédo de carreadores
magnéticos eficazes, dependem das propriedades magnéticas, tamanho das
NPM'’s, geometria do campo magnético, assim como parametros fisioldgicos,
como profundidade do alvo, taxa do fluxo sanguineo, suprimento vascular e o
peso corporal. Na Figura 16, apresenta-se, de forma ilustrativa um carreador de

farmaco magnético para o tratamento da osteomielite.
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Figura 16 - llustracdo de um carreador de farmaco magnético para o tratamento da
osteomielite (Adaptado de Falqueiro, 2011).

O farmaco deve portanto, ligar-se a um transportador (carreador), que
deve ter potencial efeito farmacodindmico (potencializacdo do efeito
terapéutico), farmacocinético (controle da absorgcédo e distribuicdo tecidual) e
contornar os efeitos toxicologicos (redugao da toxicidade local e sistémica) dos
mesmos (Henrique et al., 2006).

Quanto ao mecanismo de transporte dentro do corpo, o carreador de

farmaco pode ser transportado, por ingestao oral ou intravenosa (Naahidi et al.,
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2013). A ingestdo do farmaco via intravenosa envolve trés fases: primeiro a
circulagcdo sistémica e interagdo do sistema reticulo endotelial (RES), a
segunda fase de distribuigdo do farmaco e o extravasamento da corrente
sanguinea e retengcdo no alvo e a terceira fase envolve a penetragcdo do
farmaco no alvo e sua posterior liberacao (Ernsting et al., 2013).

No caso dos biomateriais ceramicos, usados como como carreador de
farmaco na forma de implantes, estes podem ser classificados de acordo com a
sua interacdo com o tecido hospedeiro como: bioinertes, bioativos e
bioreabsorviveis. Na Tabela 6, apresenta-se os materiais mais reportados pela
comunidade cientifica que tém sido usados como carreadores, capazes de
liberar o farmaco (antibiético) no local e os microorganismos em que estes
foram testados.

Tabela 6 - Carreadores de farmaco para liberagao no local.

Classe - Bioceramicas

Material utilizado

Antibidtico

Microrganismos
testados/Animal

Fosfato de calcio
bioceradmico
Fosfato de b-tricalcio
Sulfato de calcio

Sulfato de calcio
Sulfato de calcio
Hidroxiapatita

Nano particulas de
hidroxiapatita
Hidroxiapatita
Hidroxiapatita
Hidroxiapatita

Gentamicina

Gentamicina
Moxifloxacina
Sulfato de tobramicina
Osteomielite cronica
Sulfato de tobramicina
Ceftriaxona-sulbactam
Composto

Vancomicina

Vancomicina
Sulfato de gentamicina
Vancomicina

S. aureus/ coelhos

S. aureus/rato
MRSA/coelhos

Humano
S. aureus/coelhos

S. aureus/coelhos

MRSA/coelhos

S. aureus/coelhos
S. aureus/ratos
MRSA/coelhos

Classe - Polimeros

Material utilizado

Antibidtico

Microrganismos
testados/Animal

Poli (acido d, I-lactido)
(PDLLA)
Colageno

PEG, PLGA

Poli-alcanoato
Acido polilatico, acido
poliglicélico
P (SA-RA)

Gentamicina

Gentamicina
Tobramicina, Cefazolin
Sulbactam, cefoperazona,
ampicilina

Gentamicina

Gentamicina

S. aureus/ratos

S. aureus/coelhos
S. aureus/coelhos

S. aureus/coelhos

S. aureus/caes

S. aureus/ratos

Fonte: (Nandi et al., 2016).
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Classe - Vidro bioativo

Microrganismos

Material utilizado Antibiotico testados/Animal
Borato de vidro bioativo Gentamic
entamicina i~hi ;
(BBG) Escherichia colilcoelho
Borato de Vidro Vancomicina MRSA/coelhos
o MRSA e S. epidermidis,
Biovidro SACO, S53P4 P.aeruginosa e Acinetobacter
Baumanniilhumano
Borato de vidro bioativo Teicoplanin
(BBG) p MRSA/coelho
Borato Vancomicina MRSA/coelhos
Boro-silicato Ceftriaxona-sulbactam S. aureus/coelhos

Classe - Compositos

Material utilizado

Antibiético

Microrganismos
testados/Animal

Nano-hidroxiapatita /
colagénio / célcio sulfato
hemi hidrato (NHAc/CSH)

Quitosana, vidro borato

Vidro bioativo ligado ao
borato-quitosana

PLGA, vidro bioativo

Poli (D, L-lactido),
tricalcio-fosfato,
Hidroxiapatita
Poli-caprolactona e
fosfato tricalcico

Vancomicina

Teicoplanin

Vancomicina

Ciprofloxacino

Ciprofloxacino

Gatifloxacino

Osteomielite crénica/
coelhos

S. aureus/
coelhos
MRSA/
coelhos

S. aureus, S. epidermidis, E.

coli,
P. aeruginosa/
coelhos

S. aureus/ coelhos

S. milleri,B. fragilis/
coelhos

Fonte: (Nandi et al., 2016).

De modo particular, as ceramicas bioativas como a hidroxiapatita

porosa ou HAp associada a outros materiais, a exemplo das NPM’s permite

sua aplicacdo como carreador de farmaco na area afetada, sendo usada

principalmente para administrar diretamente antibidticos em tecidos duros,

ossos acometidos de osteomielite. A liberagado local e sustentada do farmaco

permite portanto, encurtar as terapias prolongadas e pode acelerar o processo

de cicatrizagao Ossea, além de minimizar a extensdo da remocao cirurgica do

osso afetado estimulando a cura e evitando consequentemente o aumento da

mortalidade e elevados custos econdmicos e sociais.
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2.9 Osteomielite

A raiz da palavra osteon (0sso) e mielo (medula) sdo combinadas com -
ite (inflamacado) para definir o estado clinico em que o osso é infectado com
microrganismos. E uma doenca heterogénea em sua fisiopatologia,
apresentagao clinica, e gestao. Apresenta-se inicialmente com febre, dor local,
e sensibilidade que, quando deixado sem tratamento, podem resultar em
necrose e morte do osso. O diagnédstico clinico nos estagios finais €
conseguido com facilidade. Entretanto, um diagnéstico precoce imediato é
preciso, porém desafiador, e pode determinar a morbidade e extensdao da
infeccao (Pineda et al., 2006; Bhat e Gupta, 2014; Waeiss et al., 2014; Lima et
al., 2014).

O termo osteomielite engloba um amplo grupo de doengas infecciosas,
caracterizado por uma infecgdo do osso e/ou medula 6ssea. A patogénese
dessa doencga pode seguir aguda, subaguda ou crénica e envolve uma série de
fatores do hospedeiro e do patéogeno contributivos. A classificagdo etiolégica
comumente usada distingue trés tipos de osteomielite hematogénica: i) doenca
aguda ou crbnica semeado por organismos na corrente sanguinea, ii)
disseminagado local de uma fonte contigua de infecgdo e iii) osteomielite
secundaria relacionada com insuficiéncia vascular ou insuficiéncia neurolégica
associada (Roy et al., 2012; Birt et al., 2017).

A osteomielite hematogénica dos ossos longos, geralmente afeta a
metafise. O atraso no fluxo sanguineo nos lagos vasculares na metafise perto
das placas epifises conduz a deposicdo de micrébios e ao estabelecimento da
infeccdo. Uma resposta inflamatoéria resulta de um aumento da pressdo no
osso medular. Esta pressao faz com que a infecgao atravesse o cortex e, se
nao for controlada, em ultima analise, através do periosteo. Isso pode levar a
diminuicdo do fornecimento de sangue ao peridosteo com necrose 6ssea. Pecas
de o0sso necrético podem se separar e sdo chamadas de sequestro, que pode
conter pus. Novo o0sso pode comegar a se formar sobre o peridsteo lesionado;
Isso € conhecido como um involucrum e pode envolver parcialmente um
sequestro com drenagem continua (Schmitt, 2017; Hwang et al., 2017).

A osteomielite vertebral, surge de forma mais comum da deposi¢cao
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hematdégena de microbios na metafise dos corpos vertebrais. A infecgcao entao
se espalha para o disco intravertebral, que é uma estrutura avascular. Os
padrées comuns de infeccdo sdo muitas vezes explicados por estruturas
vasculares, com disseminacao entre as artérias comunicantes intramedulares
as metafises de uma unica vértebra e envolvimento de corpos vertebrais
adjacentes fornecidos por artérias de uma unica artéria vertebral.

Através da Figura 17, ilustra-se o diagrama que mostra trés categorias
de osteomielite. (A e B) A disseminagdo hematogénica primaria (transmitida
pelo sangue) das bactérias afeta principalmente os corpos vertebrais em todas
as idades ou a metafise de pacientes esqueleticamente imaturos. (C e D) A
infeccao 6ssea contigua € mais comumente vista com contaminacgao direta de
bactérias em fraturas abertas ou cirurgia de substituicdo articular com
implantes protéticos. (E) A osteomielite associada a doenga vascular ou

neuroldgica afeta mais frequentemente a extremidade inferior.
D
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Figura 17 - trés categorias de osteomielite (A e B) A disseminacdo hematogénica
primaria (transmitida pelo sangue). (C e D) A infeccdo Ossea contigua € mais
comumente vista com contaminagao direta de bactérias em fraturas abertas ou cirurgia
de substituicdo articular com implantes protéticos. (E) A osteomielite associada a
doenca vascular ou neuroldgica afeta mais frequentemente a extremidade inferior.

(Birt et al., 2017).

A osteomielite, pode afetar qualquer osso do corpo, e nao € limitado por
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sexo ou idade. Criangas que sofrem de osteomielite sdo frequentemente
afetadas no fémur, no osso da coxa, ou no osso da perna (tibia), bem como
0ssos encontrados no brago. Adultos que sofrem de osteomielite na maioria
das vezes sofrem infec¢gdo no osso da pélvis ou da coluna vertebral (Nadeem
et al., 2010). A osteomielite pode se espalhar pela via hematogénica
(observada principalmente em criangas), propagacao pos-traumatica ou
contigua (comum em adultos). A maioria das osteomielites envolvem ossos
longos, coluna vertebral e ossos dos pés (Bhat e Gupta, 2014).

Esta inflamacédo no osso € causada, sobretudo por bactérias, como
Staphylococcus aureus (Wong et al., 2014; Lee et al., 2013) sendo o organismo
causador predominante Haemophilus influenzae e estreptococo do grupo B
(Williams et al., 1994; Tang et al., 2001) sdo causas comuns em criangas;
bactérias gram-negativas (como E. coli) (Park et al., 2014; Carvalho et al.,
2012; Kim et al., 2014), no adulto e diabético; Staphylococcus epidermidis em
usuarios de drogas intravenosas e pacientes com proteses. Os virus, fungos e
protozoarios também s&o reconhecidos como organismos causadores
particularmente em pacientes imunocomprometidos (Bhat e Gupta, 2014).

Na Figura 18, exibe-se a descarga suprativa drenada do abscesso
subcutaneo apds incisdo do abscesso 6sseo de osteomielite causada por
Staphylococcus aureus. Por meio da qual, observa-se 2 pequenos orificios
onde a epifise distal da tibia foi curetada e irrigada. A ferida foi fechada sobre

um tubo de drenagem que foi deixado no local por 48 horas.

Figura 18 - O cértex medial do maléolo (parte distal da tibia) revela a presenga de 2
defeitos liticos corticais (Hwang et al., 2017).


http://www.fisioterapiaparatodos.com/p/dor-osso/fratura-cominutiva/fratura-de-tibia/
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A estrutura do lago vascular na metéafise adjacente a placa de
crescimento e do fluxo sanguineo lento associado, permite que as bactérias se
assentem com mais facilidade na metafise do que em outros sitios e, portanto,
contribuem para o desenvolvimento de osteomielite. A presenca de uma
diminuicdo na defesa do hospedeiro na metéfise, devido a falta do sistema
reticuloendotelial em comparagdo com outros locais de ossos longos também
sao responsaveis pela osteomielite (Hwang et al., (2017). Por meio da Figura
19, apresenta-se culturas retiradas da ferida do exame histopatolégico do osso

exibido na Figura 18, do liquido articular intra-operatério da osteomielite aguda.

Figura 19 - Aparéncia histopatoléogica de osso sugerindo osteomielite supurativa
aguda. (A) Perda de trabéculas espongosas tipicas e cole¢gdes embaladas de células
inflamatoérias na medula (hematoxilina e mancha de eosina [H & E], ampliagéo original
x 100). (B) Infiltracbes densas de neutrofilos e trabéculas irregulares destruidas
irregularmente (hematoxilina e mancha de eosina [H & E], ampliacado original x 400)
(Hwang et al., (2017).

Osteomielite aguda é de inicio uma doenga rapida, mais comum em
criangas e afeta principalmente a metafise de ossos longos, como a tibia, fémur
e umero. A infec¢ao provoca uma resposta inflamatoria que leva ao aumento da
pressao intramedular responsavel pela trombose dos vasos. Isto faz com que a
progressao da infec¢cdo e propagacgédo do exsudado provoque a remogao do
periosteo e formagado de novo osso (também conhecido como invdlucro). A
infeccao também pode causar desvasculagéo e morte do osso podendo formar
a fistula e abscesso do tecido mole (Bhat e Gupta, 2014; Mpalaris et al., 2014;
Jain et al.,, 2012; Tafin-Kampé e Kamsu-Foguem, 2013; Barriocanal et al.,
2013).

Osteomielite subaguda é de inicio insidioso e mais dificil de
diagnosticar por causa de sintomas leves e falta de reacgao sistémica. Muitas

vezes pode imitar outras condigdes benignas e malignas do tumor 6sseo ser
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mais comum. Abscesso de Broadie é um tipo de osteomielite subaguda é
particularmente comum em criangas, geralmente meninos e tende a envolver a
metafise de ossos longos, especialmente as extremidades distais metafisarios
ou proximal da tibia (Marui et al., 2002; Flensborg et al., 2013; Schmidt e
Townsend, 2008; Bhat e Gupta, 2014).

Osteomielite crénica, muitas vezes surge de uma osteomielite aguda
inadequadamente tratada, trauma anterior ou procedimentos ortopédicos. Na
osteomielite crénica o osso longo afetado demonstra afinamento cortical focal
com pequenos cistos intramedulares (Bhat e Gupta, 2014; Cimolai, 2011).

A osteomielite caracteriza-se pela presengca de dor, edema e
supuragdo. Os sintomas podem ser severos ou ligeiros, dependendo da
duracdo dos sintomas de varios fatores, entre eles, viruléncia do patogeno,
presenca de doenga subjacente e estado imunitario do individuo.
Radiograficamente é possivel observar um padrao osteolitico de reabsorgao
0ssea como apresentado na Figura 20. Em termos histologicos, o 0sso
infectado vai sendo substituido por células com componente inflamatério como
leucécitos polimorfonucleares, linfocitos e ainda células plasmaticas. Os
osteoblastos sdo destruidos e a trabécula 6ssea vai sendo reabsorvida pelos

osteoclastos (Schoen et al., 2009).

Figura 20 - Tomografia computadorizada de uma mandibula (corte axial), com
presenca de osteomielite de origem bacteriana (Suei et al., 2005).

Segundo alguns autores, existem diversos fatores de risco para a
ocorréncia de osteomielite, nomeadamente presenca de infecgdes alveolares

(no caso de extragdo dentaria), alta exposi¢ao a radiagao, uso de bifosfanatos,
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tabagismo, consumo crénico de alcool, diabetes incontrolada e alguns estados
de imunossupressao. O tratamento inclui a administragdo de antibidticos,
podendo ser necessario realizarem desdobramento cirurgico da area afetada.
Na maioria dos casos os sintomas regridem completamente ao fim de 3 meses
(Suei et al., 2005).

Avancgos na terapia antimicrobiana melhora o potencial de cura e, ao
mesmo tempo, promove o desenvolvimento de organismos cada vez mais
resistentes (Koorbusch et al., 2011). A infeccdo da medula 6ssea ou de 0sso €
uma condi¢ao dificil de tratar e, apesar dos avangos no processamento de
imagens é um desafio para detectar e diagnosticar precocemente (Mpalaris et
al., 2014).

O tratamento, quando instituido precocemente  aumenta
significativamente a taxa de cura e reduz complicagées e morbidade associada
(Mcnally e Nagarajah, 2010). A importancia do seu estudo resume-se a varios
pontos importantes: € uma infeccao de propagagao muito rapida e que pée em
risco a vida do paciente; a destruicao 6ssea decorrente pode ser muito extensa
e tende a cronificacdo, exigindo rapidez e precisdo no diagnostico e
precocidade no tratamento (Lima et al., 2014 e Smith et al., 2002). Na Figura
21, sao evidenciadas radiografias de joelho que evidenciam areas de

osteomielite para uma les&o litica na tibia tipica superior.

Figura 21 - Radiografias do joelho: as setas apontam para uma lesao litica na tibia
tipica superior (A) a ressonancia magnética ponderada em T1 com contraste mostra a
area de osteomielite (B) (Calhoun et al., 2005).
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Transportadores biodegradaveis foram introduzidos na cirurgia
ortopédica para a profilaxia da osteomielite pds-operatéria e no tratamento de
osteomielite cronica. Por exemplo, o poli (D, L-lactideo) foi utilizado na
liberacdo controlada do farmaco pefloxacina para o tratamento da osteomielite
em coelhos, alcangando a erradicagao total da bactéria MRSA (Staphylococcus
Aureus resistente a Meticilina) causadora da osteomielite (Huh e Kwon, 2011).

Em contraste, esses polimeros geram subprodutos acidos que, em
alguns casos podem gerar erosao superficial por degradacdo enzimatica,
proporcionando elevadas taxas de liberagcdo dos antibidticos. Assim, varios
tipos de bioceramicas, principalmente as de fosfato de calcio (por exemplo, a
hidroxiapatita sintética e o fosfato tricalcico), tém sido amplamente estudados
para aplicagcbes como carreador de farmaco, pelo fato de ndo sé entregar
localmente o farmaco (no caso especifico da osteomielite, antibidticos), mas
também contribuir significativamente para o processo de regeneragdo do 0sso,
como ja demonstrado em estudos do tratamento de implantes associados a
osteomielite crénica em coelhos (Barros, 2012; Lima, 2013).

Muitos testes, no tratamento da osteomielite tém sido relatados nos
ultimos anos, utilizando-se antibidéticos adequadamente concebidos em todas
as fases do tratamento da doencga, embora o objetivo da terapia possa variar
em diferentes estagios da infec¢cdo. A consideragdo mais importante para a
selecao de antibidticos € o espectro de acdo. Via de administracdo por via
intravenosa ou por via oral € menos importante do que os niveis de farmaco
que sao realizaveis no local da infecgao. Terapia parenteral ambulatorial e uso
de agentes orais tem simplificado a entrega de farmaco e o tratamento a longo
prazo (Fraimow et al., 2009; Schmitt, 2017). Na Tabela 7, evidencia-se o perfil
de dessorgao de antibidticos em carreadores de farmaco usados no tratamento

da osteomielite.



Tabela 7 - Perfil de dessorgao de antibiéticos em carreadores de farmaco usados no tratamento da osteomielite.
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Antibiéticos Carreadores Concentragdo maxima Concentragao maxima Pico Duracgao
do antibiético
Rifampicina Cimento 6sseo acrilico 10 % 15 mg/mL 3 dias >30 dias
Moxifloxacina Cimento 6sseo acrilico 10 % 25 mg/mL 4 dias >30 dias
Daptomicina Cimento 6sseo acrilico 10 % 8-9 mg/mL 3-4 dias >30 dias
Cefotaxime Cimento dsseo acrilico 10 % 13 mg/mL 1° dia >30 dias
Gentamicina Cimento ésseo acrilico 10 % 10 mg/mL 3° dia >30 dias
Vancomicina Cimento 6sseo acrilico 10 % 32 mg/L 1° dia >30 dias
Ertapenem Cimento 6sseo acrilico 10 % 13 mg/mL 3° dia >30 dias
Meropenem Cimento 6sseo acrilico 10 % 13 g/mL 1-2° dias >30 dias
Cefotaxima Cimento 6sseo acrilico 10 % <2 mg mg/mL 2° dia 8-9 dias
Ampicilina Cimento 6sseo acrilico 10 % <2 mg mg/mL 2h < 5 dias
Meropenem Cimento 6sseo Simplex 10 % 57,83 + 7.45 pg/mL 1h 20 dias
Cefazolin Sulfato de célcio 1 g de Cefazolin >1000 pg/mL 1° dia >15 dias
Penicilina Fosfato de B-tricalcico-silicato- - 1995 g 19 dia 91 dias
xerogel
Tobramicina Cimento 6sseo PMMA nd* 4 ppm 1° dia >9 dias
Ciprofloxacino nd* nd* 74,5 mg/L 1° dia 28- 360 dias
Clindamicina nd* nd* 407 mg/L; 80,8 ug/mL 1° dia 28 dias
Kanamicina nd* nd* 12,5 ug 1° dia 8 dias
Cefazolin nd nd* 250 mg/L 1° dia 28 dias

Fonte: (Nandi et al., 2016)
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A terapia antimicrobiana efetiva constitui portanto, o padrao para o
sucesso no tratamento da osteomielite. No entanto, a resposta clinica aos
agentes antimicrobianos permanece sempre indescritivel devido a inumeros
fatores como baixa penetrabilidade do farmaco que impede o medicamento de
atingir o nivel de concentragao inibitéria minima prolongada (MIC) no tecido
0sseo durante a terapia. A recuperacgao clinica bem sucedida também ocorre
por drenagem cirurgica e desbridamento, tornando a intervengdo médica mais
complicada e propensa a infecgdo. A maior parte da terapia oral da osteomielite
€ realizada com farmaco de fluoroquinona. Entre as fluroquinonas, a
ciprofloxacino, o moxifloxacino e a levofloxacina sdo mais comumente usadas
para esse fim e sao estudados extensivamente por sua cinética e distribuicao
em 0ssos, onde a taxa de cura pode atingir até 60-80% com o uso desses
medicamentos. No entanto, a terapia oral resulta em uma dose continuada por
12-16 semanas, sendo muito alta (Nandi et al., 2016).

Entre os antibidticos dispostos na Tabela 7, foi dado énfase nesta tese
aos carreadores da ciprofloxacino e mais especificamente o genérico
ciproflonax para o tratamento da osteomielite. O ciproflonax tem como principio
ativo o cloridrato de ciprofloxacino (acido 3-quinolino-1-ciclopropil-6-fltor-1,4-
dihidro-4-oxo-7-(1-piperazinil) carboxilico), e apresenta férmula molecular
C17H21CIFN304, massa molar de 385,818 Dalton, ponto de fusdo experimental
de 314 °C e solubilidade experimental de 3,5 g/100 mL, soluvel em agua (The
Merck Index, 2006). A formula estrutural do cloridrato de ciprofloxacino é

evidenciada na Figura 22.
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Figura 22 - Férmula estrutural do farmaco cloridrato de ciprofloxacino (The Merck
Index, 2006).


http://www.chemspider.com/Molecular-Formula/C17H21ClFN3O4
http://pt.wikipedia.org/wiki/Merck_Index
http://pt.wikipedia.org/wiki/Merck_Index
http://pt.wikipedia.org/wiki/Merck_Index
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Na Tabela 8, apresenta-se a concentracao dssea da ciprofloxacino que

atinge uma concentracdo 6ssea apreciavel no tratamento da osteomielite.
Tabela 8 - Antibiotico comum usado para terapia sistémica da osteomielite e seu perfil

cinético (Cnax indica tempo na concentrac&o sérica maxima, tq, representa meia vida e
Vd denota o volume de distribuic&o).

Ligagdo Liberagdo e metabolismo | Concentracdo -
Dose tia Concentragdo 6ssea
proteica do farmaco sérica

50-70% através da urina

1-3 055000
78414 como e
. _ ; crénio);
Ciprofioxaci T T 1317 Lem Fammacondometabolizado e 1<cercade 4 - T
i xacina 3
™ Pacientes 10% como mg / kg o
14mgpg/g

idosos Metabolito; 18,39£4,15L/h

(cortical)
Liberagdo em pessoas idosas

Fonte: (Nandi et al., 2016).

Entretanto, outros autores também estudaram a ciprofloxacino, e
relataram estudos in vitro e in vivo deste farmaco em carreadores de farmaco,
entre estes, pode-se destacar os estudos feitos por: Wu et al, (1997),
desenvolveram um sistema de carreamento de farmaco (capsula), constituido
pelo farmaco ciprofloxacino e pelo fosfato tricalcico. O sistema foi diluido e
incubado numa solugcao padrao. Estudos in vitro evidenciaram que o carreador
mostrou boa biocompatibilidade e tempo de degradacao progressiva, mantendo
alto nivel de liberacao de ciprofloxacino a longo prazo. Em que, a irradiagao de
ultra-sons na terapia fisica aumentou a quantidade de liberacao de farmaco a
partir CTDC (P <0,02), sendo uma nova técnica para alcancar o controle da
liberacdo do farmaco ciprofloxacino.

Ramchandani e Robinson, (1998) reportaram o desenvolvimento do
sistema de entrega biodegradavel, implantavel contendo cloridrato de
ciprofloxacino/poli (L-acido latico-co-acido glicolico), PLGA, nas concentracoes
de 50:50 na forma de microcapsulas (comprimidos) preparadas usando dois
sistemas 0 nao-solvente e o solvente (cloreto de metileno-hexano (nao polar) e
tampao de fosfato-acetona (polar) para o tratamento local da osteomielite e
para estudar o grau de penetracao do farmaco a partir do local de implantacao
no 0sso. A extensado da penetracdo do farmaco a partir do local do implante foi
estudado usando coelhos. Os resultados obtidos in vifro ilustraram que a
liberacdo do farmaco a partir de implantes produzidos pelo método n&o polar se

deu de forma mais rapida em comparacdo com implantes feitos pelo método
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polar. A liberacado de cloridrato de ciprofloxacino nos implantes foi bifasica em
20% w/w do carreamento do farmaco e monofasico e 35% w/w. Os estudos in
vivo indicaram que os implantes de PLGA na concentragdo de 50:50 foram
quase completamente reabsorvidos no prazo de cinco a seis semanas. Onde
os niveis do farmaco foram superiores a concentragao inibitéria minima (MIC)
de ciprofloxacino, até 70 mm do local de implante, por um periodo de seis
semanas sendo eficaz no tratamento da osteomielite.

Ogawa e Plepis (2001), reportaram a obtencdo de compdsitos de
hidroxiapatita:colageno em diferentes proporgoes, 5:1, 10:1, 15:1 e 20:1 (m/m).
A incorporagao 5% de cloridrato de ciprofloxacino em massa no compdsito foi
realizada no momento de preparo ao compaosito HAp:colageno. Foi utilizado
colageno submetido a tratamento alcalino durante (24 e 48h) e a melhor
propor¢gdo HA:col obtida foi de 10:1 (m/m), utilizada para incorporagdo e
liberagdo de ciprofloxacino. Os experimentos de liberagdo in vitro foram
realizados em solugao salina tampao de (PBS), pH 7,4, a 37 °C, mostrando
uma liberacdo maxima em torno de 90% para HA:col em 24 h e 75 % para
HA:col em 48h, apdés 10h de imersdo. A liberacdo de ciprofloxacino dos
compositos é controlada pelos poros da matriz, sendo que a liberagao foi mais
rapida nas primeiras horas de imersido, o que impede uma concentracdo muito
baixa do medicamento no sitio de agdo no inicio do tratamento de uma
infeccdo. Os resultados indicam que os diferentes tempos de tratamento
alcalino no colageno afetaram a liberagdo de antibidtico. Uma diferenca na
quantidade de cargas negativas nos colagenos de 24 e 48h provocou uma
diferente interagao entre o compdsito e o antibidtico.

Huneault et al., (2004) avaliaram a prevencéo e eficiéncia de implantes
de amido reticulado de alto teor de amilose como matriz do cloridrato de
ciprofloxacino em trinta e dois caes inoculados com a insergéo femoral de um
parafuso inoculados com Staphylococcus aureus e foram, entdo, divididos
aleatoriamente em quatro grupos: (A) prevengao com implantes ciprofloxacino-
CLHAS, (B) desbridamento cirurgico (controle positivo), (C) desbridamento
cirurgico e tratamento com ciprofloxacino oral e (D) desbridamento cirurgico e
tratamento com amido reticulado de alto teor de amilose como matriz do

cloridrato de ciprofloxacino (implantes in situ ciprofloxacin-CLHAS). Na 4
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semana a osteomielite foi confirmada, e os respectivos tratamentos iniciados
para os grupos B, C e D. Fémures do grupo preventivo (A) apresentaram-se
quase normais. Caes de ambos os grupos de tratamento com ciprofloxacino C
e D apresentaram melhor cicatrizacdo Ossea, reagao periosteal e menor
mobilidade quando comparados com os caes do grupo B. Erradicacdo da
infecgao foi observada em locais proximais/distais em B: 25 %/12%, C: 37%/ 62
% e D: 62%/75%. Ambos os grupos tratados com ciprofloxacino tiveram suas
radiografias melhoradas da quarta a décima semana. Os dados menos severos
nos caes dos grupos C e D em relagao ao grupo B sugerem que os implantes
ciprofloxacino-CLHAS biodegradaveis sao eficazes para a prevengao e

tratamento de osteomielite.
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3 METODOLOGIA

A metodologia proposta para realizagdo desta tese sera descrita em
trés etapas, para maior clareza e entendimento da mesma. A primeira etapa,
consiste na obtengao e caracterizagao das nanoparticulas magnéticas (NPM’s)
de Fe3Os e CoFe204; da hidroxiapatita (HAp); do farmaco e dos hibridos
NPM’s@SiO2. A segunda etapa, consiste na obtengdo dos compdésitos hibridos
NPM’'s@SiOz2:HAp, e NPM’'s@SiO2:HAp/y. Na terceira etapa, serdo feitos os
estudos dos ensaios in vitro de citotoxidade e de liberagdo do farmaco.

A Tabela 9, evidencia-se os codigos das amostras utilizadas neste
trabalho de pesquisa na primeira etapa e suas respectivas composigoes.

Tabela 9 - Cédigos das amostras e composigoes

Cédigos Composicao
HJHS HAp comercial Ca1o(POa4)s(OH)
HL HAp de laboratério
Ca1o(PO4)6(OH)2
HLC HAp calcinada Ca1o(PO4)s(OH).
Farmaco ciproflonax
Y C17H21CIFN3O4
CoF CoFe04
CoFT CoFe 04/ TEOS
CoFS CoFe;O4/TEOS/APTS
FeF Fes04
FeFT Fe3z04/TEOS
FeFS Fe3sO4/TEOS/APTS

3.1 ETAPA | - Materiais e Métodos
3.1.1 Materiais

Materiais utilizados na | etapa:
¢ Nitrato de ferro nonohidratado — Fe (NOz3)3'9H20 -PA 99%;
¢ Nitrato de cobalto Il trihidratado — Co (NO3)2. 3H20 - PA 98%.
e Glicina C2HsNO2- PA 98,5%.
e Ureia - CO (NHz)2 - PA 98%;
e 3-aminopropiltrimetoxisilano [HzN (CH2)3Si (OCHs3)s] PA 97%;
e Tetra etil ortosilicato Si (OC2Hs) -PA 99.99%;
e Cloridrato de ciprofloxacino (ciproflonax).
e Alcool etilico absoluto PA 99,5%;


http://www.chemspider.com/Molecular-Formula/C17H21ClFN3O4
http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/333859?lang=pt&region=BR
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e Solugdo amdnia a 1M, PA 99,9 %

3.1.2 Sintese Quimica das NPM’s

A obtencdo das NPM'’s foi realizada usando a técnica de reacao por
combustado baseada nos conceitos da quimica dos propelentes e explosivos de
modo a favorecer a relagdo estequiométrica oxidante/combustivel, ®e= 1 (Jain
et al., 1981), e encontra-se detalhada no Apéndice A, para se estabelecer a
estequiometria da fase de interesse. Duas rotas foram utilizadas.

Rota 1 — A sintese das NPM’s de Fe30O4 foi feita por reacdo de
combustdo, em cadinho de silica vitrea. Os reagentes, (31,74 g no total),
correspondentes a composicao desejada de (FesO4), foram misturados,
formando uma mistura redutora e colocados em um reator de de microondas
modelo RMW-3 da Inovetech.

Foi usada a vazdo de atmosfera inerte de nitrogénio com fluxo
constante de 900 mL/s. O tempo de gas de arraste (purga) foi de 5 min e, o
tempo de permanéncia do produto dentro do equipamento apds a reacgao
explosiva foi 5 min. A Figura 23a, ilustra o cadinho e a mistura dos precursores
utilizados na sintese da Fe3zOs4 e na Figura 23b, um esquema detalhado do

reator de microondas.

Figura 23 - Cadinho de silica vitrea (a), esquema detalhado do reator de microondas

(b).

As NPM’s obtidas foram entdo, desaglomerados em um almofariz e
peneiradas em uma peneira 325 mesh (44 um) e em seguida foram

encaminhadas para caracterizagao.
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A Figura 24, apresenta de forma simplificada o fluxograma do processo

de sintese das nanoparticulas magnéticas de Fe304.

Agente oxidante J Agente redutor J
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e, SRR
- I r_
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Produto da Reacao (Flocos Porosos) J
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Desaglomeracao #325 J
s l ~
o

Figura 24 - Fluxograma do processo de sintese das NPM'’s de Fe3Os.

Rota 2 — A sintese das NPM’s de CoFe204 foi feita em um reator conico,
de acordo com a metodologia proposta por Costa e Kiminami, (2012). Para
tanto, a sintese se processa em um recipiente de ago inox com capacidade
volumétrica de 2L e capacidade de producdo em bateladas de 10 g do produto,
como ilustrado na Figura 25. A reacdo ocorreu sob atmosfera oxidante e o
combustivel utilizado para sintese foi a ureia, a reacdo se processou a

temperatura aproximada de 600 °C.
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Figura 25 - Recipiente e reator utilizado para a obtencdo das NPM’'s de CoFe>O4 por
reacdo de combustéo.

Posteriormente, a obtencdo do produto da reacao (flocos porosos) foi
desaglomerado em malha 325 (abertura ABNT 45 pm) e submetido as
caracterizacdées. A Figura 26, ilustra o fluxograma utilizado para a sintese
quimica das NPM'’s de CoFe204. Os calculos estequiometricos para a sintese

da CoFe204 se encontra detalhado no Apéndice B.
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Figura 26 - Fluxograma do processo de sintese das NPM's de CoFe20a4.
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3.1.3 Sintese da HAp por precipitagdao

A hidroxiapatita foi sintetizada tomando como referéncia a metodologia
proposta por Saeri et al., (2003); Rigo et al., (2007); Barros et al., (2012);
Medvecky et al., (2013) e Teixeira, (2013) mediante 0 método de precipitacéo
usando a relacdo de fésforo/calcio = 1,67. Inicialmente, foram preparadas
solugdes de hidroxido de calcio [Ca (OH)2] e de acido fosférico (HsPO4) a 2M. A
solucdo de hidréxido de calcio foi submetida a agitagdo constante por 30
minutos em um misturador/aquecedor IKA®RH basic KT/C até atingir a
temperatura de 80 °C.

Em seguida, a esta mistura, foi adicionado gota a gota a solugédo de
acido fosférico, HsPOs4 previamente preparada, agitando, até atingir a
consisténcia de uma pasta que propiciou um meio adequado para manter em
suspensao as particulas do fosfato de calcio. Depois de atingida a consisténcia
desejada, a solugdo permaneceu em estufa FANEM Modelo 315 a temperatura
de 110 °C por 24 horas. O produto resultante da secagem foi triturado em
almofariz agata, peneirado em malha ABNT 100 mesh (150 um) e, entdo
calcinada a 900 °C por 120 min em forno marca EDG modelo 3000. O produto
final foi entdo, caracterizado e utilizado para preparar as formulagdes dos
compositos.

A temperatura de 900 °C por 120 min foi determinada com base nos
estudos reportados por Camargo et al., (2007), que mostraram em seu estudo
que a partir desta temperatura, o fosfato de calcio adquire estabilidade térmica
e tamanho de particula adequado para fornecer interporosidade, o que
favorece a osteoconducao necessaria para aplicagdes biomédicas.

Na Figura 27, ilustra-se o fluxograma de obtencdo da HAp de

laboratério e da HAp calcinada.
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Solu¢3o contendo 100 Solugdo contendo 96,16 Foram pipetados 60
mL dgua deionizada e mL de H,0 adicionados mL da solucdo de

7,4 g de Ca(OH), a 6,84 mL de H,PO, (I-:lal(’g:l;a solugdo de
a 2

1102C por
Agitacdo a 802C 24 horas

durante 30 min

Almofariz agata,
peneirado em malha
ABNT 100 mesh

—

Calcinado a 900 °C por 120 min

Figura 27 - Fluxograma da obtencéo da HAp de laboratorio e HAp calcinada.

Outro fator relevante que deve ser considerado na calcinacdo da HAp
reside no fato que na temperatura em que é sintetizada, permanece residuos
de acido e outros materiais que sao citotdéxicos. Entdo, em alta temperatura de
900 °C por 120 min, por exemplo além da estabilidade térmica e porosidade
adequada para aplicacdes biologicas temos também, a garantia que os
residuos foram todos eliminados, obtendo-se assim, uma hidroxiapatita nao
citotéxica (Bicalho et al., 2008).

Por meio da Figura 28, apresenta-se de forma ilustrativa a
hidroxiapatita comercial da JHS Biomateriais (HAP-91), utilizada na sintese dos

compositos hibridos.
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HAP-91:
a melhor solucao
para os seus pacientes.

Figura 28 - Hidroxiapatita comercial da JHS Biomateriais (jhs.med.br/, 2017).

3.1.4 Prepara¢cao das NPM'’s Hibridas

Para a obtencdo das NPM'’s hibridas, inicialmente foi preparado uma
solucao magnética com 2,5 g das NPM’s em estudo, diluidas em 100 mL de
etanol, sob agitacdo ultrassénica por 30 min. O revestimento com TEOS
(tetraetil orto silicato) e APTS (3-Aminopropiltrietoxisilano) foi baseada na
metodologia proposta por Stéber et al., (1968) e Sadighian ef al., (2014) com
modificacdes como descrito a seguir.

Em um baldao de trés bocas, de fundo redondo de 500 mL foram
adicionados 3 mL de TEOS a 6 mL do fluido magnético (corresponde a 55,70 %
de TEOS) (Apéndice C). A essa mistura, (fluido magnético e TEOS) foram
adicionadas 160 mL de etanol, 40 mL de agua deionizada e gotejando-se gota
a gota uma solucido de amébnia a 1M, para ajuste do pH em 11 (meio que
favorece a conjugacao do farmaco). A mistura permaneceu durante 12 horas
em uma placa de agitacdo magnética da marca Fisatom modelo 713, a
temperatura ambiente para incorporacao do TEOS as NPM'’s.

Apos o tempo de 12 horas, descrito na etapa anterior as NPM’s foram
separadas externamente por um ima para facilitar sua decantacdo sendo entao,
descartada a fase liquida. As NPM’s foram em seguida, lavadas com etanol e
agua deionizada sendo centrifugadas simultaneamente por trés vezes. O
hibrido NPM’'s@TEOS foi seco a temperatura ambiente durante 12 horas. Apos
essa etapa, foram adicionados 4 mL de APTS a 4 g do hibrido NPM's@ TEOS

(corresponde a 50,66 % de APTS) em relacdo a mistura total, como descrito no
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(Apéndice C), sendo agitada mecanicamente por 6 horas, a temperatura de 60
°C seguido de lavagem com etanol e agua deionizada para se obter um pH em
torno de 7,0. As NPM's foram separadas externamente para facilitar a
decantacao, sendo em seguida lavadas com etanol e agua alternadamente por
trés vezes para remocao do excesso de SiO2 que nao impreguinou-se as
NPM’s obtendo-se assim, as NPM’s hibridas (NPM’'s@SiO2), revestidas com
grupos -OH e -NH2 reativos. Por meio do fluxograma apresentado na Figura 29,
apresenta-se de forma esquematica a obtencdo das NPM’s hibridas
(NPM’'s@SiO2).

Agitagao 12 h;
160 mL de etanol, 40 Lavagem (Etanol);

Centrifugagéo;

mlL de agua
J Secagem 12 h.

6 mL Fluido 1 Solugao l 4 g hibrido
- — A — — W

recobrimento
de silica N
NS ey Agitacao 6 h;
TEOS APTES 4 ' Lavagem (Etanol);
— p— R VAN, Centrifugagao;
o 4 Secagem 12 h.
NN e T,
4 NH;
N

Figura 29 - Fluxograma da obtencéo das NPM'’s hibridas (NPM's@SiO3).

Posteriormente apds a obtencdo dos hibridos NPM's@SiO2, estes

foram caracterizadas e ultilizadas na preparacado dos compdsitos hibridos.
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3.2 ETAPA Il - Materiais e métodos utilizados para a obtengcao dos
compoésitos hibridos (carreadores de farmaco).

3.2.1 Materiais

Os materiais utilizados nessa etapa foram:

e Hidroxiapatita sintetizada por precipitagao no laboratério (HL) e calcinada
a 900 °C (HLC);

e HAp comercial fornecida pela empresa JHS Biomateriais (HJHS);

e NPM’'s hibridas silanizadas com TEOS e APTS simultaneamente
(FesOs@SiO2 e CoFe204@SiO2) designadas FeFS e CoFS,

respectivamente.

3.2.2 Obtencgao dos compdsitos hibridos (carreadores de farmaco)

A quantidade do farmaco ciproflonax adicionada aos compdsitos
hibridos foi baseada na metodologia proposta por Sadighian et al., (2014)
quando obtiveram um carreador de farmaco formado por NPM’s de
Fe3z04@SiO2-Doxorrubicina para tratamento do cancer.

A incorporagao do farmaco ciproflonax (y) ao hibrido NPM’'s@SiO2 e
aos compaositos hibridos HAp:NPM’s@SiO:2 e suas proporgdes massicas serao

descritas na Tabela 8, ocorreu por meio de dois métodos.

3.2.2.1 Método | - Inser¢cao do farmaco ciproflonax (y) e obtencado dos
compositos hibridos (carreadores) HAp:NPM’s@SiOz2:y.

Para obtencdo dos compdsitos hibridos, inicialmente a HAp calcinada,
obtida no laboratorio e a HAp comercial foram misturadas fisicamente ao
hibrido NPM’'s@SiO2, nas proporcdées massicas e composi¢cdes desejadas
descritas na Tabela 10, onde se apresenta as férmulas, cédigos e massa de
cada componente que foi utilizado na obtengdo dos compdsitos hibridos

(carreadores de farmaco).
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Tabela 10 - Formulacgbes e cédigos dos compaésitos hibridos (carreadores de farmaco).

Proporcéao
massicade | Hap | FeF | ¥ | CoF
di - HAp:NPM’s P Massa
Caodigos Formulacdes no total ()
composito
HFeFSy HAp:Fe304@SiO2+y 70:30 175 | 75 |25 - 27,5
HFeFSy, | HAp:Fes04@SiOx+y 50:50 125 | 125 |25 - 27,5
HFeFSys HAp:Fe304@SiO2+y 30:70 75 17525 - 27,5
HJFeFSy: | HApJHS:Fes0.@SiOx+y | 70:30 126 | 54 | 1.8 19,8
HAp:CoFe20.@ . _ 25
HCoF Sy SiOyty 70:30 17,5 75 | 275
HAp:CoFe 0@ . 25
HCOF Sy, Si0sty 50:50 175 | - 5175 | 275
HAp:CoFe 0@ . 25
HCOoFSys SiOyty 30:70 175 | - 75 | 275
HJCOFSy1 HAJHS'Cof?O“@S'Oz 70:30 126 | - 18] 54 | 198

Para tanto, o hibrido NPM's@SiO2, foi previamente misturado a
hidroxiapatita e dissolvido em 60 mL de agua deionizada, sendo em seguida,
incorporado o farmaco ciproflonax (y) (10g) para 100 g do composito
HAp:NPM’'s@SiO2. A mistura foi entdo, submetida a agitacao constante durante
30 minutos usando um agitador magnético modelo IKA®RH basic KT/C a
temperatura ambiente até atingir a conscisténcia de uma pasta homogénea. Na
Figura 30, apresenta-se o fluxograma de obtencdo dos compédsitos hibridos

HAp:NPM's@SiO2:y.

HAp calcinada e da JHS ‘ NPM's@SiO, ‘

Farmaco ciproflonax (y) (10 %)

\
: - w e
LJ-»
—/

Figura 30 - Fluxograma da obtenc&o dos compositos hibridos HAp:NPM’s@SiO-:y

Os compositos hibridos HAp:NPM's@SiO2:y obtidos, foram entao,

secos e posteriormente desaglomerados em almofariz de agata e passado em
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peneira ABNT malha 325 mesh (45 um).

3.2.2.2 Método Il - Insercao do farmaco ciproflonax (y) e obtencao do
compoésito hibrido (carreador) HAp:NPM’s@SiO2:y.

Apos a obtencao do fluido magnético e adicdo do TEOS obteu-se os
hibridos NPM’s@TEOS como descrito no item 3.1.4.

Aos hibridos NPM's@TEOS (100 g) foram adicionados 100 mL de
APTS e gotejado duas gotas de acido acético glacial como catalisador. O
farmaco (10 mg) foi adicionado a dispersdo coloidal sendo agitada
mecanicamente por 6 horas, a temperatura de 60 °C e a reagdo de conjugacao
do farmaco foi processada durante 48 horas a temperatura ambiente. Sendo
em seguida lavadas com etanol e agua deionizada e secas na estufa a
temperatura de 60 °C durante 12 horas.

Para obtencdo dos compdsitos hibridos a HAp calcinada obtida no
laboratorio foi misturada fisicamente ao hibrido NPM’s@SiOz2:y obtidos na
etapa anterior. Para tanto, o hibrido NPM’s@SiO2:y foi previamente dissolvido
em 60 mL de agua deionizada e adicionado a HAp conforme propor¢des
massicas como descritas na Tabela 8. A mistura foi entdo, submetida a agitagcéo
constante durante 30 minutos usando um agitador magnético modelo IKA®RH
basic KT/C a temperatura ambiente até atingir a conscisténcia de uma pasta
homogénea. Na Figura 31, apresenta-se o fluxograma de obtengdo dos
compaositos hibridos.

Apds essa etapa, os compésitos hibridos HAp:NPM’s@SiOz2:y, obtidos,
foram levados a estufa a temperatura de 60 °C sendo secos e posteriormente
desaglomerados em almofariz agata e passado em peneira ABNT malha 325

mesh (45 ym) e submetidos as caracterizagdes.
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Ci-seo, o]
V'

Farmaco ciproflonax (y) (10 %) ‘

Agitacao (60° C) 6 h e conjugacao (48 h) ‘

Adicao da HAp ‘ ' l l NPM's@SiO,: y ‘
4 e

Figura 31 - Fluxograma de obtencéo dos compositos hibridos HAp:NPM's@SiO2:y pelo
método I, de insercéo do farmaco.

3.2.2.3 Obtencao dos compositos hibridos HC e HF

Os compésitos hibridos HC e HF nas propor¢cées massicas descritas na
Tabela 11, sera preparado sem o farmaco, com as NPM's e HAp para a partir
deles observar-se o efeito da HAp visando o tratamento da osteomielite no que
diz respeito, a osteocunducao, osteoindugcdo e osteointegracdo e as NPM's
revestidas com a SiO2 para acelerar o metabolismo e difundir a hidroxiapatita
no local da osteomielite.

Tabela 11 - Formulacdes e codigos dos compositos hibridos

Propor¢céao
massica de HAp | FeF | CoF | Massa
Caodigos Formulacdes HAp:NPM's no total (g)
compaosito
HF HAp:FesOs@SiO» 70:30 11,2 4,8 - 16
HC HAp: CoFex04@Si0O: 70:30 11,2 - 4.8 16

Para tanto, o compésito foi obtido utilizando HAp:NPM's@SiO2 que foi
previamente dissolvida em 60 mL de agua deionizada, sob agitacao constante
em 30 minutos, usando um agitador magnético modelo IKA®RH basic KT/C a
temperatura ambiente. A Figura 32, apresenta o fluxograma de obtencdo dos

compoésitos hibridos HC e HF.
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HAp calcinada NPM's@SiO, ‘
\J |

| -
e

=

Figura 32 - Fluxograma da obtenc&o dos compositos hibridos HC e HF.

Apos secagem, os compositos foram desaglomerados em almofariz de

agata e passado em peneira ABNT malha 325 mesh (45 um).

3.2.2.4 Obtencao dos compadsitos hibridos (carreadores de farmaco) Cy e
Fy.

Apos a preparacao do fluido magnético e adicdo do TEOS obteu-se os
hibridos NPM's@TEOS como descrito no item 3.1.4. Aos hibridos
NPM's@TEOS (100 g) foram adicionados 100 mL de APTS e gotejado duas
gotas de acido acético glacial como catalisador. O farmaco (10 mg) foi
adicionado a dispersao coloidal, sendo agitado mecanicamente por 6 horas, a
temperatura de 60 °C e a reacao de conjugacao do farmaco foi processada
durante 48 horas a temperatura ambiente.

Na Tabela 12, sdo apresentados as formulacdes e codigos dos hibridos
(carreadores de farmaco) sem hidroxiapatita em relacdo as quantidades
massicas de NPM's@SiO2 e ao farmaco (y) ciprofloxacino (ciproflonax)

utilizadas nesta tese.
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Tabela 12 - Formulacgbes e cédigos dos compaésitos hibridos (carreadores de farmaco).

FeF Y CoF Massa

Cadigos Formulacdes total (g)
Cy CoFex04@SiO+y | 25 |25 275
Fy Fes0s@SiOx+y 25| 25 275

AFigura 33, ilustra o fluxograma de obtencao dos compodsitos hibridos Cy e Fy.
AN 0§
hV4

Farmaco ciproflonax (y) (10 %) ‘

Agitacao a 60 ° C durante 6 horas

|
A4

Conjugacao durante 48 horas ‘

|

]
=2 — 3

Figura 33 - Fluxograma da obtencéo dos compoésitos hibridos Cy e Fy.

A lavagem dos compdsitos hibridos foi feita com etanol e agua
deionizada alternadamente, sendo repetida por trés vezes e posteriormente
secas na estufa a temperatura de 60 °C durante 12 horas, sendo

posteriormente submetidos as caracterizacdes.
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3.3 CARACTERIZAGOES

3.3.1 Difragao de Raios X — DRX

A determinagdo das fases presentes, cristalinidade e o tamanho de
cristalito foram determinados a partir dos dados de difragdo utilizando um
difratbmetro de raios X da BRUKER (modelo D2 Phaser, radiacdo Cu K). O
ensaio foi realizado no Laboratorio de Sintese de Materiais Ceramicos
(LabSMaC) da UFCG.

A cristalinidade foi determinada a partir da razdo entre a area integrada
do pico referente a fase cristalina e a area referente a fragdo amorfa.

O tamanho de cristalito foi calculado a partir das linhas de alargamento
de raios X principais de cada amostra por meio da deconvolugao da linha de
difragdo secundaria do césio policristalino (utilizado como padrao) utilizando-se

a Equacéo 4 de Scherrer, (1918).

__ kA
Dhkl = Feosd (4)

Em que k é o coeficiente de forma do ponto da rede reciproca (0,9-1,0),
A é o comprimento de onda da radiagao a ser utilizada (1,54 A- Cu ka), B é a
largura a meia altura do pico (FWHM) e 8 o angulo de difragdo. O parametro 3

deve ser corrigido utilizando-se a Equacéo 5:
L=+ pexp — Binst (5)

3.3.2 Distribuicao Granulométrica (DG)

Para a analise de distribuicdo e tamanho de particula foi utilizado o
equipamento analisador de nanoparticulas SZ-100 series (HORIBA Scientific)
que mede a granulometria na faixa de 0,3 nm a 8 um. O SZ-100 utiliza a
técnica de dispersdo dindmica da luz para determinar o tamanho das
particulas. Espalhamento de luz dindmica € a medicdo de flutuagbes na
intensidade de luz dispersa com o tempo. A leitura ocorreu por meio do
movimento Browniano das particulas em um dispersante adequado. Para esse

ensaio 0,0015 g do material foi disperso em 10 mL de solu¢do do defloculante
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silica a 50 %. O ensaio foi realizado no no Laboratério de Sintese de Materiais
Ceramicos (LabSMaC) da UFCG

3.3.3 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier - FTIR

Os espectros foram obtidos na regido do infravermelho médio foram
obtidos num espectrofotdmetro por tranformada de Fourier (FTIR), modelo 660-
IR da marca VARIAN, usando o método de transmissdo com porta amostra da
Pike e KBr como agente dispersante. Este ensaio foi realizado no Instituto de
Quimica e Biotecnolodgia (IQB) da UFAL.

3.3.4 Microscopia Eletronica de Varredura - MEV

A morfologia e a estimativa do tamanho das particulas, bem como a
presenca de aglomerados, foram analisadas por microscopio MEV Philips FEG
XL30 do (Laboratorio de Caracterizagdes, LCE/DEMa, UFSCar). Os pés foram
dispersos em alcool isopropilico com uso de ultrassom e depositados sobre
porta-amostra de aluminio previamente polido. Todas as amostras foram

recobertas com Au que atuou como meio condutivo.

3.3.5 Analise Textural

A determinagcdo da area superficial foi realizada pelo método de
adsorgcao de nitrogénio/hélio desenvolvido por Brunauer, Emmett e Teller
(BET). Foi utilizado um equipamento modelo NOVA 3200, marca Micromeritics.
Esta técnica também foi usada para determinar o tamanho médio de
aglomerados de particulas (didmetro esférico equivalente) por meio da
Equacéo 6 (Reed,1996):

6
Dy 5 (6)
(onde, Dger € o diametro médio equivalente (nm), Sger € a area superficial
determinada pelo método BET (m?/g), p é densidade tedrica (g/cm?3) e 6 € um
fator calculado experimentalmente e adotado para particulas de formato
consideradas esféricas e sem rugosidade. As densidade tedricas (p) se

encontram disponiveis nas fichas JCPDF do pacote de dados do programa da
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Shimadzu no anexo IV. O ensaio foi realizado no Laboratério de Sintese de
Materiais Ceramicos (LabSMaC).
O volume de poro e o diametro de poro foram determinados pela teoria

desenvolvida por Brunauer, Joyner e Halenda (BJH).

3.3.6 Medidas Magnéticas

A caracterizagdo magnética foi feita utilizando um magnetémetro de
amostra vibrante (VSM), modelo 7404 da Lake Shore, com campo magnético
maximo aplicado de 13700 G a temperatura ambiente, no Laboratério de
Ensaios Destrutivo e ndo Destrutivo do Instituto de Engenharia Mecéanica da
Universidade Federal de Itajuba (UNIFEI). As caracteristicas magnéticas tais
como: magnetizagdo de saturacdo (Ms), magnetizagdo remanente (Mr) e
campo coercitivo (Hc) foram obtidos a partir do grafico das histereses,
observando-se o comportamento das curvas nas proximidades da origem do

plano cartesiano.
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3.4 Materiais e Métodos utilizados para os ensaios In Vitro dos hibridos e
compoésitos hibridos (carreadores de farmaco).

3.4.1 Materiais

A linhagem celular utilizada para os ensaios de citotoxidade foram as
células de ovario de hamster chinés de linhagem CHO-K1 (ATCC CCL-61) e
extratos PEAD (controle negativo — ndo citotoxico) e o latex (controle positivo —
citotéxico) na concentragdo de 200 mg/mL, preparados de acordo com o
POP_TEC 002 — Preparacao dos Extratos realizados no Laboratério Biosintesis
P&D do Brasil LTDA em Sao Paulo — SP de acordo com a parceria estabelecida
com a Empresa JHS Laboratério Quimico LTDA (JHS Biomateriais).

Os ensaios de citotoxidade dos compdsitos hibridos por sua vez, foi
realizado no Laboratério de Imunologia Celular & Bioquimica de fungos e
protozoarios (LICBfp) da Universidade Federal de S&o Paulo no Campus de
Diadema.

A linhagem celular utilizada para os ensaios de citotoxidade foram as
células de ovario de hamster chinés (CHO-K1), provenientes da American Type
Culture Collection (ATCC®, CCL-61™)

e Soro Fetal Bovino (Vitrocell®)

e Bicarbonato de sodio (Synth®)

e Alcool polivinilico (PVA)

e Solugao de antibiéticos contendo 10.000 Ul/mL de penicilina e 10 mg/mL
de estreptomicina) (Vitrocell®).

e Solugao de tripsina-EDTA (1:250) (Vitrocell®).

e Frasco de cultura celular (75 cm? e 150 cm?, Nest® e TPP®)

e Soro fisiolégico 0,9% (m/v) (Baxter®).

e Solucédo do corante vermelho neutro (NR) (50 pg/mL).

e Solugdo de dessorcéo (49% (v/v) de agua ultrapurificada, 50 % (v/v) de
etanol (Synth®).

o Acido acético glacial (Synth®).

¢ Polietileno de alta densidade (PEAD)- (CN).

e Latex natural - (CP).
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3.4.2 Procedimento In Vitro — Citotoxicidade

O procedimento in vitro de citotoxidade foi feito seguindo duas metologias
em Laboratérios diferentes como descritos a seguir.

Os ensaios de citotoxicidade das NPM'’s de Fe304, CoFe204 dos hibridos
Fes04@SiO2 e CoFe204@SiO2 e da hidroxiapatita (HAp) sintetizada no
LaBSmacC, foram realizados no Laboratério Biosintesis P&D do Brasil LTDA em
Sao Paulo — SP de acordo com a parceria estabelecida com a Empresa JHS
Laboratorio Quimico LTDA (JHS Biomateriais).

Para a realizagdo do ensaio, pesou-se aproximadamente 800 mg do
controle negativo e do controle positivo. As amostras dos materiais de referéncia
foram utilizados para preparar dois extratos na concentragdo de 200 mg/mL, em
que, os mesmos foram preparados de acordo com o POP_TEC 002 -
Preparacao dos Extratos.

A aplicacao e preparagao das substancias em teste, ocorreu pesando-se
1,86 g dos pds, em dois tubos de 15 mL, onde as amostras em teste foram
utilizadas para preparar dois extratos na concentragdo de 200 mg/mL, também
de acordo com o POP_TEC 002 — Preparagao dos Extratos.

Para a conducéao dos testes de citotoxicidade utilizam-se células de ovario
de hamster chinés da linhagem CHO-K1 (ATCC CCL-61), as quais foram
mantidas em cultura conforme o procedimento POP_TEC 003 — Manutencao da
Cultura Celular, até serem utilizadas no teste.

Buscou-se avaliar a viabilidade do uso das NPM’s dos hibridos
FesO4@SiO2, CoFe204@SiO2 e da hidroxiapatita (HAp) sintetizada no
LaBSmaC. Este método representa uma simulagdo in vitro da filtracdo e
difusdo dos materiais no disco. Foi utilizada uma camara pulpar laboratorial, “In
Vitro Pulp Device” (IVPD), fazendo o cultivo de células odontoblastoides
MDPC-23.

Para quantificar o material e/ou seus componentes que se difundem
através do disco, foram utilizados radiois6topos para marcar o material
experimental e medir a concentracdo do material difundido por calorimetria,
espectrofotometria ou cromatografia (Costa e Souza, 2005).

A citotoxicidade de uma amostra € determinada pela porcentagem de
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células que permanecem viaveis, apos a exposi¢cao da populagdo celular a
diversas concentragdes do extrato da substancia teste. Para calcular essa
porcentagem utiliza-se um corante vital e um agente acoplador de elétrons que
ao ser incorporado pela célula produz um composto de coloracido especifica que
pode ser detectado por um espectrofotdmetro. A intensidade da cor resultante da
incorporacao celular € diretamente proporcional ao numero de células viaveis
em cultura. Uma amostra & considera citotoxica se a viabilidade celular (V.C.)
resultante da exposicédo das células ao extrato de maior concentragao for menor
do que 70% (V.C. < 70%).

O teste de citotoxicidade das NPM’s dos hibridos Fe3Os@SiO2 e
CoFe204@SiO2 e da hidroxiapatita (HAp) sintetizada no LaBSmaC sera
conduzido de acordo com as normas ISO 10993-5 (Biological Evaluation of
Medical Devices — part 5 - Tests for in vitro cytotoxicity) e ISO 10993-12 —
(Biological Evaluation of Medical Devices — part 12: Sample preparation and
reference materials), em que para a conducgao desse teste utilizou-se células de
ovario de hamster chinés da linhagem CHO-K1 (ATCC CCL-61). Os materiais de
referéncia utilizados foram o PEAD (controle negativo — ndo citotdxico) e o latex
(controle positivo — citotéxico).

De acordo com as normas ISO 10993-5 (Biological Evaluation of Medical
Devices — part 5 - Tests for in vitro cytotoxicity) e 1SO 10993-12 — (Biological
Evaluation of Medical Devices — part 12: Sample preparation and reference
materials), a citotoxicidade de uma amostra é determinada pela porcentagem de
células que permanecem viaveis, apos a exposi¢cao da populagdo celular a
diversas concentragdes do extrato da substancia teste. Para calcular essa
porcentagem utiliza-se um corante vital e um agente acoplador de elétrons que
ao ser incorporado pela célula produz um composto de coloragao especifica que
pode ser detectado por um espectrofotdmetro. A intensidade da cor resultante da
incorporagao celular é diretamente proporcional ao numero de células viaveis
em cultura. Uma amostra € considera citotoxica se a viabilidade celular (V.C.)
resultante da exposicédo das células ao extrato de maior concentragao for menor
do que 70% (V.C. < 70%).

O ensaio de citotoxicidade dos compésitos hibridos por sua vez, foi

realizado no Laboratério de Imunologia Celular & Bioquimica de fungos e
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protozoarios (LICBfp) da Universidade Federal de Sdo Paulo no Campus de
Diadema.

A linhagem celular utilizada para os ensaios de citotoxidade foram as
células de ovario de hamster chinés (CHO-K1), provenientes da American Type
Culture Collection (ATCC®, CCL-61™). O cultivo celular foi realizado em meio
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 1640 (Gibco®), suplementado com 10%
(v/v) de Soro Fetal Bovino (Vitrocell®), 2 g/L de bicarbonato de sédio (Synth®),
1% (v/v) da solugédo de antibiéticos contendo 10.000 Ul/mL de penicilina e 10
mg/mL de estreptomicina) (Vitrocell®).

A incubacao celular ocorreu a 37 °C em atmosfera umida e 5% de CO2
e o meio foi substituido a cada 2 dias até as células atingirem 80% de
confluéncia no frasco de cultura celular (75 cm? e 150 cm?, Nest® e TPP®).
Quando atingiram 80 % de confluéncia, foram descoladas das garrafas por
acao da tripsina (Solugao tripsina 0,05% e EDTA 0,02% em tampéo fosfato pH
7,2), repicadas e plaqueadas em placas de 96 pocos (P96w), com 20000
células por poco.

Foram pesadas 0,1 g de amostra (100 mg) e diluidas em 1 mL de PVA
20% acrescidas de 9 mL de meio RPMI10% sendo esta considerada a maior
concentracado. A seguir foram realizadas 7 diluicbes 1:2. Cada amostra foi
agitada utilizando-se vortex antes da diluigéo.

Como controles foram preparados diluicbes seriadas do solvente
utilizando (PVA a 20%) em oito concentrag¢des diluidas da mesma forma.

As placas com as amostras foram incubadas por 24h a 37° C e 5% de
CO2. As amostras foram retiradas e as células viaveis foram avaliadas com o
corante Neutral Red 50 pg/mL (Sigma) por 3 horas. Os pogos foram lavados
com 100 pL de solugao salina. Uma solugao DESORB foi preparada com acido
aceético 1%, agua purificada 49% e etanol 50%.

Os ensaios foram realizados de acordo com o Guidance document on
using cytotoxicity tests to estimate starting doses for acute oral systemic toxicity
tests (OECD 129, 2010) em condigdes assépticas de acordo com as
recomendagdes do OECD Principles on Good Laboratory Practice (OECD,
1998). O esquema da disposi¢cédo das amostras na placa pode ser visualizado

na Figura 34.
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Figura 34 - Esquema da disposicao das células na placa de 96 pocos. B = controle da
solucdo; VC = controle da viabilidade celular; C1-C8 = diluicdes da amostra em ordem
crescente de concentragc&o (mg/mL).

Em cada um dos 96 pocos, foram adicionados 150 uL de DESORB. As
placas foram agitadas em agitador de placas por 10 minutos e lidas em leitora
de ELISA (BIOTEK, Synergy HT) a 540 nm. A viabilidade celular foi calculada
de acordo com a equacao (7):

ODsample

VC(%) = 100 7
(%) (ODcontroI)x (7)

em que: VC é a viabilidade celular em porcentagem, OD sample é a densidade
optica do extrato, OD control é a densidade oOptica do controle de células do
teste (OECD 129, 2010).

A leitura das absorvancias foi realizada em espectrofotémetro de
placas (Biotek) no comprimento de onda de 540 nm. Os valores de IC50 foram
calculados pelo programa PHOTOTOX® (Statistical Software Phototox® Version
2.0 for OECD Test Guideline 432).

3.4.3 Liberagcao de Farmaco dos hibridos e compositos hibridos
(carreadores de farmaco)

Para os ensaios de liberacao de farmaco, inicialmente foi preparada
uma solucao isotdnica de cloreto de sodio com 0,9% em massa de NaCl em 1L
de agua destilada. Essa concentracdo de NaCl usada na solucao isoténica
equivale a concentracdo da pressao osmotica do sangue que proporciona um

pH de aproximadamente 6,0.
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3.4.3.4 Sistema descontinuo in vitro para liberagao do farmaco

Para a cinética de liberacdo do farmaco, ciproflonax (adsorbato) foi
montado um sistema descontinuo onde, a um becker com capacidade de 1L,
foi adicionado 100 mL de solugao isotdnica e 0,2 g dos compdsito hibridos
(carreadores de farmaco) em estudo, (adsorvente), preparados para os
compositos obtidos de acordo com o método | de inser¢do do farmaco. Sendo
posteriormente, agitado mecanicamente na faixa de 300-360 rpm. Na Figura
35, pode-se visualizar a separagédo da fase sdlida da liquida com o auxilio de
um ima, sendo recolhidas aliquotas da fase liquida para as leituras das
absorbancias no tempo de 5 até 110 minutos para quantificar a massa e o

tempo de liberagdo do farmaco.

Figura 35 - Separacdo da fase solida da liquida coletada para a analise de
absorbancia.

De modo particular, o compésito hibrido HFeFSy2 foi utilizado para
liberagao, de acordo com o método | e Il de insergédo conforme descrito no item
3.2.2. Para tanto, adicionou-se 400 mL de solugéo isotonica com 0,8 g do
composito hibrido designado por (HFeFSy2’), sendo posteriormente, realizadas
coletas no tempo de 60 até 3000 minutos, o que equivale ao tempo de 1 até 50
horas.

A Figura 36, ilustra o sistema descontinuo composto de um becker

contendo um agitador mecénico atuando numa faixa de 300-360 rpm.
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Figura 36 - Sistema descontinuo de liberacéo do farmaco.

As leituras das absorbancias dos compositos hibridos (carreadores de
farmaco), foram realizadas em espectrofotdmetro Bel Photonics 2000 UV, na
regido do ultra visivel no comprimento de onda maximo de 275 nm. Este
comprimento foi determinado apdés um scanner da solugdo do farmaco entre
210 a 300 nm. A curva de calibragao foi construida e a correlagédo na faixa
linear da lei de Lambert-Beer, Absorbancia x Concentragao, foi utilizada para

quantificar a concentragao do farmaco nos experimentos de liberagao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Etapa | - Obtencao das NPM’s, da HAp e dos hibridos NPM’s@SiO2

4.1.1 Difragcao de Raios X (DRX)

Na Figura 37, encontram-se ilustrados os difratogramas de raios X das
NPM’'s de CoFe204 (CoF) e FesO4 (FeF) como sintetizadas por reacédo de
combustao, revestidas com o TEOS (CoFT e FeFT) e com o TEOS e APTS
(CoFS e FeFS).
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Figura 37 - DRX (a) padrao da CoFe,O4 e da Fe;O3, e DRX das amostras CoF, CoFT
e CoFS; (b) padrao da Fe304 e da Fe2O3, e DRX das amostras FeF, FeFT e FeFS.

Mediante os difratogramas de raios X das NPM’s de CoFe204 (CoF),
revestidas com o TEOS (CoFT) e com o TEOS e APTS (CoFS), Figura 37a,
observa-se a formagao da fase da ferrita CoFe204 e tragos de Fe203 (hematita)
identificados mediante as fichas cristalograficas JCPDF 22-1086 e JCPDF 33-
0664, respectivamente. Pode-se observar para todos os difratogramas a
presenca de picos com alta intensidade e elevada largura basal para todas as

reflexdes, demonstrando a cristalinidade das amostras e sua caracteristica
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nanoestrutural. Isso indica a eficiéncia da técnica de combustdo em possibilitar
a obtencao desses sistemas com caracteristicas das particulas em nanoescala.
Verifica-se também que a presenga do TEOS ou mesmo do TEOS associado
ao APTS como fonte de SiO2 usado para revestir as NPM’s nao interferiu na
sua estrutura.

Resultado semelhante ao obtido neste trabalho, também foi observado
por Nadeem et al., (2014) quando estudaram o efeito da matriz de silica amorfa
nas propriedades estrutural, magnética, e dielétrica de nanocompdsitos de
ferrita de cobalto/silica (CoFe204)1 - y/(SiO2)y (em que y = 10, 30, 50, e 60%).
Todos os picos das amostras apresentam estrutura do espinélio cubico nao
observaram indicios de picos da matriz de SiO2 apenas uma pequena saliéncia
entre 20 = 20 e 25° devido a sua natureza amorfa.

Covaliu et al., (2013) também ao estudarem a obtencdo de materiais
nanoestruturados hibridos de CoFe20s4 revestidos por biopolimeros
polivinilpirrolidona (PVP) e polietilenoglicol (PEG) com a finalidade de
aplicagdes biomédicas concluiram que os nanohibridos obtidos preservaram a
estrutura cristalina da ferrita. Estes resultados estdo também em concordancia
com os resultados obtidos nesta pesquisa.

Mediante a Figura 37b, para as NPM’s de FesOs sintetizadas (FeF),
revestidas com o TEOS (FeFT) e com o TEOS e APTS (FeFS) observa-se a
formagao da fase principal referente a FesO4 (p) identificada mediante a ficha
JCPDF 88-0315 e picos de tragos da segunda fase referente a hematita Fe20s3
(n) identificada pela ficha padrdao JCPDF 33-0664 e tracos da westite COD
Feo,9320, de acordo com o banco de dados do difract EVA em torno 42 e 61°, as
fases hematita Fe203 e Fe30O4 também podem ser observadas de acordo com o
banco de dados do difract EVA conforme pode-se observar nas fichas de
identificacdo de fases em anexo. Pode-se observar para todos os
difratogramas a presenca de picos com alta intensidade e elevada largura
basal para todas as reflexdes, demonstrando a cristalinidade das amostras e
sua caracteristica nanoestrutural. Isso indica a eficiéncia da técnica de
combustdo em reator de micro-ondas e atmosfera de nitrogénio possibilitar a
obtencado desses sistemas com caracteristicas das particulas em nanoescala.

Verifica-se também, que a preseng¢a do TEOS ou mesmo do TEOS associado
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ao APTS como fonte de SiO2 usado para revestir as NPM’s nao interferiu na
sua estrutura.

Este resultado corrobora com os resultados observados por Franca et
al., (2014) ao prepararem o hibrido Fe3O4/APTES para imobilizagdo da GOX.
Os autores observaram a presenca das fases magnetita (FesO4), e hematita
(Fe203) e a presengca do APTES nao foi identificada nos espectros de DRX
devido a sua caracteristica amorfa. De modo que o processo de silanizacao
nao alterou a estrutura cristalina da amostra.

Hong et al., (2009) quando prepararam e caracterizaram nanoparticulas
revestidas de silica usando Fe3Os4 como precursor de ferrofluidos observaram
uma série de picos caracteristicos para a fase do espinélio cubico inverso da
FesO4 e tamanho médio de cristalito das particulas de 10 nm. Estes mesmos
picos também foram observados para a Fe3Os4@SiO2 indicando que a
modificacdo com a SiO2 tem pouco efeito sobre a intensidade dos
difratogramas de DRX das NPM’s de Fe3O4. No entanto, foi observado que a
intensidade se apresentou menor para a amostra silanizada Fe3Os@SiO2
resultado do efeito de blindagem do revestimento da silica amorfa.

Majeed et al., (2014) quando sintetizaram nanoparticulas de Fe3O4
silanizadas “core shell’ para aplicagdo em hipertermia observaram que os
difratogramas de DRX tanto das NPM’s de Fe3Os4 n&o revestidas quanto das
NPM’s FesO4@SiO2, preparados a 60, 80 e 100 °C apresentaram picos da
estrutura cubica correspondente a fase da magnetita (JCPDF 88-0315, a =
8,375 A). Os ruidos observados para a amostra incorporada com a SiO2
(FesO4@Si0O2), foram atribuidos a presencga de silica amorfa na superficie das
nanoparticulas.

A Tabela 13, exibe os dados estruturais de cristalinidade e tamanho de
cristalito para o pico de maior intensidade (311) — primeira ordem de difragao -
obtidos a partir dos resultados de DRX para as NPM’s de CoFe204 (CoF) e de
FesO4 (FeF), revestidas com o TEOS e com o TEOS e APTS.
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Tabela 13 - Cristalinidade, tamanho de cristalito para pico de maior intensidade (311)
para as NPM’s de CoFe;04 (CoF) e de Fes;O4 (FeF), revestidas com o TEOS e com o
TEOS e APTS.

Amostras Cristalinidade (%) Tamanho de Cristalito (nm)
CoF 66 31
CoFT 65 31
CoFS 64 30
FeF 74 25
FeFT 78 35
FeFS 78 36

Pode-se observar de acordo com os dados expostos na Tabela 13, que
ao comparar os valores de cristalinidade e de tamanho de cristalito das NPM’s
com as NPM’s hibridizadas NPM's@SiO2 que, tanto a cristalinidade quanto o
tamanho de cristalito se mantiveram praticamente inalterados, sem mudancas
significativas, indicando que o revestimento ndo ocasionou alteragdes na
estrutura das NPM’s em estudo e que todas as amostras sao formadas por
nanocristais. Sendo que, as NPM’s e os hiridos de Fe3Os apresentaram-se
mais cristalinas. A obtencdao de NPM'’s revestidas com a SiO2 também foi
observada por Wang et al, (2011) quando obtiveram nanoparticulas
monodispersas de CoFe204/SiO2 pelo método de precipitacdo e o revestimento
com SiO2z pelo método de Stober et al., (1968).

Por meio do DRX, os autores observaram a formacéo da estrutura de
espinélio cubico nanocristalina formada pela CoFe204 e auséncia de picos de
SiO2 devido a sua estrutura ser amorfa. Maleki et al., (2015) ao obterem novos
hibridos, core-shell a base de Fes3O4 revestidas com silica e funcionalizado com
ureia observaram a presenca de estruturas nanocristalinas em que a presenca
da SiO2 ndo induziu mudanga na estrutura da fase espinélio Fe3Oa.

Na Figura 38, encontra-se ilustrados os difratogramas de raios X da
hidroxiapatita comercial (HJHS), da hidroxiapatita sintetizada no laboratério
(HL), da hidroxiapatita calcinada (HLC) e do farmaco ciproflonax (y). Pode-se
observar para as amostras de HAp (HL e HLC), Figura 38a, a presenca da fase
unica Cas(POa4)30H, de acordo com a ficha padrao JCPDF 09-0432. Esta ficha

corresponde a formula quimica reduzida da HAp conhecida por
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(Ca)10(PO4)s(OH)2 de acordo com as fichas Padrdo 72-1243 como fase
principal. Devido ao grande numero de polimorfosda HAp, todas as
hidroxiapatitas, tanto a sintetizada no laboratério (HL), calcinada (HLC) e
comercial da JHS Biomateriais (HJHS) podem ser identificadas por diversas

outras fichas, sendo que, para todas a hidroxiapatita € monofasica.
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Figura 38 - Difratogramas de DRX: (a) HAp’s e (b) v.

Todas as amostras de HAp apresentaram picos com alta intensidade e
elevada largura basal para todas as reflexdes, demonstrando alta cristalinidade
e caracteristica nanoestrutural. Comparando as amostras entre si, verifica-se
que a HAp sintetizada por precipitagdo (HL) e a HAp calcinada no laboratério
(HLC) apresentam-se na forma polimoérfica hexagonal, do grupo espacial
P63/m de acordo com a formula Cas(POa4)3(OH). A hidroxiapatita comercial por
sua vez, de formula (Caio (POa4)s(OH)2 apresenta-se na forma polimérfica
monoclinica e ocorre no grupo espacial P21/b como pode-se observar nas
fichas de identificacdo das fases em anexo. De acordo, com Bigi, Boanini e
Gazzano, (2016) a forma monoclinica é facilmente desestabilizada pela

presenca de quantidades muito pequenas de impurezas e por esta razdo a
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forma hexagonal é geralmente encontrada em apatitas bioldgicas. Além disso,
a forma monoclinica é transformada em hexagonal a temperaturas acima de
250 °C formando HAp monofasica e com caracteristicas das particulas em
nanoescala.

Assim sendo, pode-se observar que a hidroxiapatita sintetizada por
precipitacdo no laboratério, LaBSmaC, quando comparada a hidroxiapatita
comercial HAP-91 da JHS biomateriais apresenta-se com caracteristicas
nanocristalinas, monofasicas e apresenta-se estavel para aplicagdo como
apatita bioldgica.

A obtencdo de HAp monofasica também foi observada por Farzadi et
al., (2014) quando sintetizaram a HAp e estudaram suas propriedades
estruturais antes e apos a incorporagdo no magnésio. Os autores observaram
picos de difragdo nitidos, indicando elevada cristalinidade da estrutura da fase
majoritaria da HAp de acordo com o padréao JCPDF 09-0432.

Alshemary et al., (2014) promoveram a caracterizacao estrutural, 6ticas
e estudaram a bioatividade in vitro de mesoporos de HAp dopada com érbio.
Os autores observaram para os difratogramas de DRX a presenca da fase
majoritaria da HAp pura e cristalina de acordo com o padrao JCPDF 09-432. A
auséncia de reflexdo em 30,9° confirmou que a HAp sintetizada estava livre da
segunda fase b-TCP (beta-tricalcio-fosfato).

Na Figura 32b, verifica-se que o difratograma de DRX do farmaco (y),
cloridrato de ciprofloxacino (ciproflonax), é formado de duas fases: a fase
principal constituida por C11H1eN3O2 (5-etil-6-hidroxi-2- (1-piperidil) pyrimidin-4-
ona) e picos de segunda fase referente ao C1sH12CIN3O (N- (2-cloro fenil) -5-
metil pirazol [1,5a] piridina-3-carboxamida).

A Tabela 14, ilustra os resultados da cristalinidade e do tamanho de
cristalito para a reflexao de primeira ordem de (intensidade) da HAp comercial
(HJHS), sintetizada (HL) e do farmaco (y).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0272884213015058?np=y

Tabela 14 - Cristalinidade, tamanho de cristalito para as amostras em estudo.
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Amostras Cristalinidade (%) Tamanho de Cristalito (nm)
HJHS 68 54
HL 81 42
HLC 89 58
Y 88 50

Mediante a Tabela 14, observa-se que, a hidroxiapatita sintetizada no

laboratorio (HL), calcinada (HLC) e a hidroxiapatita comercial da (HJHS),

apresentaram caracteristica nanométrica e cristalinidade elevada. Sendo que, a

hidroxiapatita sintetizada (HL) e calcinada (HLC) apresentaram cristalinidade

mais elevada quando comparada a hidroxipatita comercial da JHS Biomateriais.

Na Figura 39, apresenta-se a estrutura 6ssea que apresenta a composi¢ao do

osso em diferentes escalas de tamanho.
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Figura 39 - Estrutura éssea que apresenta a composigcdo do osso em diferentes

escalas de tamanho (Cunha, 2010).
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Como ja mencionado anteriormente, na revisdo de literatura, a
hidroxiapatita apresenta-se muito similar ao tecido ¢sseo induzindo o
crescimento desse tecido (osteocondugdo) e induz a proliferacdo de
osteoblastos e outras células do osso através da ligagao colageno, proteinas e
agua promovendo a regeneracgao do tecido como pode-se observar na Figura
39. Assim sendo, quanto mais nanocristalina for a hidroxiapatita melhor a
ligacdo com essas células e melhores serdo as respostas de proliferacao
celular e osteoblasticas, essa caracteristica foi observada de acordo com as
propriedades nanoestruturais de forma mais promissora para a hidroxiapatita
sintetizada (HL) e calcinada (HLC), ambas sintetizadas no LaBSmaC na UFCG.

O farmaco ciproflonax por sua vez, também apresentou tamanho
nanomeétrico valores elevados de cristalinidade. Resultado semelhante também
foi observado por Liu et al., (2005) quando avaliaram a cristalinidade do
cloridrato de ciprofloxacino monohidratado e observaram a existéncia de uma

nonoestrutura de elevada cristalinidade.

4.1.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR)

Na Figura 40, encontram-se ilustrados, os espectros vibracionais na
regido do infravermelho, na faixa de 4000 — 500 cm™', das NPM’s de CoFe204
(CoF) e Fes04 (FeF) como sintetizadas por reagao de combustdo, revestidas
com o TEOS (CoFT e FeFT) e com o TEOS e APTS (CoFS e FeFS). De acordo
com a Figura 44a, verifica-se para as NPM’s de CoFe204 (CoF) duas bandas
fracas de absorgao atribuidas ao estiramento do grupo O-H, devido a agua livre
e/ou absorvida por volta de 1630 e 3660 cm™".

As bandas de O-H em torno de 1630 cm™' referente as amostras (CoFT
e CoFS) também foram atribuidas ao grupo Si-OH, pois o grupo O-H livre se
liga ao silicio do TEOS e APTS. Outra banda fraca de absorgdo pode ser
observada por volta de 1370 cm™ atribuida a vibragcdo da ligagdo N-O
decorrente do nitrato usado para obtengdo das NPM’s, grupo este presente no

produto da reacdo de combustio.
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Figura 40 - FTIR: (a) amostras CoF, CoFT e CoFS e (b) amostras FeF, FeFT e FeFS.

Na faixa de 1000-500 cm-', as bandas no infravermelho dos solidos sdo
geralmente caracterizadas por vibragbes de ions na rede do cristal. As
principais bandas, neste intervalo estdo por volta de 566 e 440 cm™’
correspondente aos estiramentos Fe-O e Co-O (vs e v») dos sitios tetraédricos
e octaédricos da estrutura cristalina do espinélio inverso. Pode-se observar
mediante os espectros, a presenga destas duas bandas caracteristicas da
estrutura do espinélio para as NPM'’s sintetizadas e revestidas com o TEOS e
APTS.

A presenca das bandas vs e v» caracteristicas dos sitios tetraédricos e
octaédricos da estrutura cristalina do espinélio, obtidas neste trabalho
corroboram com os resultados obtidos por Pon-On et al.,, (2011) quando
promoveram a encapsulacdo de CoFe204 magnética em nanocompdsitos de
SiO2 usando hidroxiapatita como moldes para carreador de farmaco. Os
autores observaram uma ampla banda em 3416 cm, devido a agua absorvida
sobre a superficie e bandas em 798 e 885 cm™' causada pelas vibragdes
(alongamento) das coordenagdes tetraédricas e octaédricas dos ions CO*? e

Fet*s.
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Khandekar et al, (2011), quando estudaram as propriedades
estruturais e elétricas das NPM’s de cobalto sintetizada por reacdo de
combustdo e o efeito da temperatura de calcinagcdo sobre as amostras
sintetizadas. Os autores observaram estas duas bandas por volta de 740-780
cm™ e 460-490 cm™.

Para as amostras revestidas com TEOS e APTS (FeFT e FeFS) pode-
se observar que além das bandas visualizadas para as NPM’s como
sintetizadas (FeF), observou-se a presenga de grupos reativos capazes de
promover a conjugacao entre as NPM'’s ao farmaco e a biomoléculas.

A amostra designada por (CoFT), revestida com o TEOS por sua vez,
apresenta duas bandas de estiramentos Fe-O e Co-O (v e ) dos sitios
tetraédricos e octaédricos da estrutura cristalina do espinélio inverso, uma
banda de absorgdo larga em torno 3770-1781 cm é atribuida a sobreposigéo
nos estiramentos dos grupos funcionais O-H e/ou Si-OH e bandas em 2352 cm-
' e 1553 cm™ correspondentes aos grupos CO e NO respectivamente.
Observou-se também, a presenga de bandas em torno de 1109 cm™ que
corresponde ao estiramento assimétrico do grupo -O-Si-O- e em 1350 cm,
707 cm™, e 794 cm’ proveniente de grupos silandis resultantes do
revestimento com o TEOS, precursor da silica SiOz2.

No que se refere, a ferrita de cobalto silanizada com TEOS e APTS
designada por CoFS simultaneamente observa-se que as bandas de absorgéo
larga se encontram em torno 3808-1692 cm-' atribuido a sobreposi¢cdo nos
estiramentos dos grupos funcionais O-H e/ou Si-OH e bandas em 2339 cm™ e
1477 cm™ correspondentes aos grupos CO e NO respectivamente. Observou-
se também, a presenca de bandas em torno de 1060 cm™ que correspondem
ao estiramento assimétrico do grupo -O-Si-O- e em 1300 cm™', 455 cm’, e 942
cm' proveniente de grupos silandis resultantes do revestimento com o TEOS e
APTS, precursores da silica SiO2. As bandas no intervalo de 566 e 477 cm-’
correspondente aos estiramentos Fe-O e Co-O (v1 e 1») dos sitios tetraédricos
e octaédricos da estrutura cristalina do espinélio inverso. Este mesmo
comportamento também foi observado nos trabalhos reportados por diversos
autores.

Pon-On et al., (2011) quando promoveram a encapsulacéo de CoFe204
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magnética em nanocompdédsitos de SiO2 usando HAp para carreador de
farmaco; Kooti e Afshari (2012) ao prepararem um catalisador constituido por
acido fosfotungstico suportado em nanoparticulas de cobalto revestidos por
silica e por Tang et al, (2012), quando estudaram o compésito
Coo,sNio,2Fe204/PVP usando o agente de acoplamento silano metacrilato de 3-
trimetoxissilil. Estes autores observaram bandas caracteristicas do agente
silano indicando que os grupos reativos foram introduzidos na superficie das
nanoparticulas, ou seja, as nanoparticulas silanizadas foram formadas por uma
reacao entre o silano e os grupos hidroxilas da superficie das nanoparticulas.

Na Figura 44b, pode-se notar por meio dos espectros de FTIR para as
NPM'’s de Fe3sO4 conforme sintetizada (FeF) uma banda larga em torno de 3290
cm-! corresponde as vibragdes dos grupos (O-H), hidroxilas livres ou ligados ao
hidrogénio, resultante da agua fisicamente adsorvida. As bandas em torno de
1343 cm™, 2969 cm, 1366 cm™' estdo relacionadas com as vibracdes de
estiramento do grupo CH2. A banda em torno de 1375 cm™ corresponde ao
grupo CHa. A banda em 1098 cm™' corresponde ao grupo NO2, em 1121 cm™
observa-se uma banda referente ao grupo Si-O-Si proveniente nas impurezas
dos reagentes precursores da FesO4. A banda de absor¢do em torno de 1390
cm™', observada é caracteristica dos grupos O-H. A presenca da magnetita é
observada pela forte banda em 804 e 923 cm-', caracteristica da vibragdo Fe-
0.

Para as NPM’s de Fe3Os revestidas com o TEOS, amostras FeFT
verifica-se a presenca de bandas referentes ao grupo OH, possivelmente estas
bandas foram sobrepostas pelas bandas da SiO2 e formando os grupos Si-OH.
Pode-se visualizar também, uma pequena banda em torno de 2957 cm
referente ao grupo CHz2. Em 1056 cm™ pode-se observar uma banda referente
ao estiramento assimétrico da ligacdo Si-O-Si e em 960 cm™ e em 816 cm™!
observa-se as bandas caracteristicas da vibracdo Fe-O que confirmam a
presenca da Fe3Os, conforme observado no DRX da Figura 37b.

No que diz respeito, as NPM’s de FesOs revestidas com o TEOS e
APTS, amostra designada por FeFS observa-se a presenga da banda de NO
em 2933 cm™', e em 1450 cm™' observa-se a banda referente ao alongamento

simétrico da ligagdo Si-OH e em 1043 cm™ a banda é referente a vibragao
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assimétrica da ligagao Si-O-Si. As bandas caracteristicas da vibragao Fe-O
podem ser observadas em 804 cm™ e 923 cm™'. Essas bandas sdo indicativas
da existéncia de SiO2 nas NPM'’s de FesOa.

Estas bandas estdo em concordancia com as bandas reportadas nos
trabalhos de Sundar et al., (2014) quando promoveram a sintese e
caracterizagdo de nanoparticulas magnetita modificada para aplicagdo como
carreadores de farmaco anticancer; Pingarron et al., (2012) quando estudaram
a obtengao de nanoparticulas magnéticas de magnetita funcionalizadas com o
agente silano APTS para aplicagao em biossensores, e por Kumar et al., (2013)
quando estudaram a obtengdo de nanoparticulas magnéticas de magnetita
funcionalizadas com agentes os silanos APTS e TEOS para aplicagcdo em
nanobiocatalisadores.

A partir da Figura 41, ilustra-se o espectro vibracional na regido do
infravermelho na faixa de 4000-500 cm™ para a hidroxiapatita comercial

(HJHS), a hidroxiapatita sintetizada no laboratério (HL) e calcinada (HLC).
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Figura 41 - FTIR das amostras de HAp comercial (HJHS), HAp sintetizada no
laboratério (HL) e HAp calcinada.

A Tabela 15, apresenta os valores das bandas de absor¢do e do
numero de onda observados no espectro da Figura 41, para a hidroxiapatita

sintetizada (HL), a hidroxiapatita comercial (HJHS) e a calcinada (HLC).
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Tabela 15 - Numero de onda e banda de absorgao para a hidroxiapatita sintetizada
(HL), para a hidroxiapatita comercial (HJHS) e hidroxiapatita calcinada (HLC).

HL HJHS HLC
Numero de Banda de , Numero de | Banda de
~ Numero de Banda de ~
onda absorcgao » = onda absorcgao
- onda (cm™) absorgao »
(cm™) (cm™)
1031; 1011 PO, 1019; 1079 PO, 1014, 916 PO
COy* 972 e em
877 proveniente C0O;2 1369; 770 CO;2
1629
do ar
Estiramento 3555 e Estiramento . Estiramento
3580-2957 de OH 2933 de OH 3600; 3550 | ™ 4o on

Mediante a Figura 41 e Tabela 15, observa-se as bandas vibracionais e
o0 numero de onda tipicas da hidroxiapatita HAp sintetizada e calcinada pelos
grupamentos PO4* em torno de 1031 cm'. O grupo CO32 observado em 877,
972 e 770 cm™ é proveniente do ar, visto que, as amostras foram produzidas
em atmosfera aberta e em solugdo aquosa. Para a hidroxiapatita HAp
comercial foram observadas bandas de absor¢cdo em 1014 e 916 cm™ de
grupos PO4%. As bandas em torno de 1369 e 770 cm™' estdo relacionadas a
grupos CO32e em 3600 e 3550 cm" devido ao estiramento de grupos OH.

Outra constatacao, foi a presenca da frequéncia de estiramento OH em
torno de 3580-2957 cm™ e 3600 e 3550 cm™ para a HAp sintetizada (HL) e
calcinada (HLC). Pode-se observar ainda, a presenga do grupo CO32 em torno
de 1458 cm" para a HAp sintetizada (HL). Indicando assim, a presenca da fase
HAp na composi¢ao, caso ja constatado no difratograma de raios X.

Estes resultados também foram observados por Bicalho et al., (2008)
ao estudarem a HAP-91 e colageno- HAp (COL-HAP 91 casuisticas) e
observaram bandas referente a agua em: 3700-3000 cm ' e 1615 cm™', bandas
de HPO4?2, em 865 cm ' e 550 cm ', bandas de OH- em 630 cm™" e bandas de
PO4+3em 600 e 471 cm™.

Gheisari et al., (2015) quando obtiveram um nanocompdésito cerdmico
formado por HAp -Hardystonite (Ca2ZnSi207) observaram bandas de absorgao
a 560 cm™ e 600 cm” e em 1000 cm™, 1100 cm™ devido a agua adsorvida e
bandas relativamente amplas, a partir de 3600-2600 cm™' com um pico em 3570
cm™' relativo aos agrupamentos PO43- a banda mais fraca foi observada em 630

cm! relativos ao COs72.
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Prodana et al., (2015) quando obtiveram um novo revestimento
ceramico complexo com nanotubos de carbono, HAp e TiO2 para aplicagdes
biomédicas observaram o alongamento e flexdo e modos de vibragdo de OH-
identificados em 3270 cm™ e 634,23 cm, respectivamente. Modos de
alongamento e flexdo foram observados em 560 cm!, 3960 cm!, 1099,33 cm™",
1042 cm™ referentes ao grupo PO43 e confirmaram a formacgao de uma apatita
bem cristalizada. A banda de carbonato foi observada em 1640 cm™ e o pico
observado a 2354 cm' foi atribuido a dioxido de carbono adsorvido.

De acordo com os trabalhos dos autores reportados verifica-se que as
bandas observadas nas HAp estudadas neste trabalho estdo em concordancia
com a literatura.

Na Figura 42a, ilustra-se o FTIR do farmaco (y) cloridrato de
ciprofloxacino (ciproflonax) na faixa de 4000 — 500 cm™. As bandas de
adsorcao, e os comprimentos de onda encontram-se reportados na Tabela 16.

As bandas de absorcdo relatadas sao caracteristicas do farmaco (y)
ciproflanax constituidos de oOxidos em sua composicdo e estdo em
concordancia com as bandas reportadas por Lopes e Fascio (2004) quando
interpretaram o0s espectros de substancias organicas na regiao do
infravermelho. Tivet et al, (2013) avaliando compostos orgéanicos por
fluorescéncia e espectroscopia FTIR; Bekiaris et al., (2015) quando estudaram
a caracterizagdo da composicao quimica de produtos residuais organicos; e
Fan et al., (2015), quando estudaram o efeito da matriz mineral de matéria

organica.

Transmitancia (u.a.)

T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 11500 1000 500
Numero de onda (cm )
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Figura 42 - (a) Espectro de FTIR para o farmaco (y) cloridrato de ciprofloxacino na
faixa de 4000 — 500 cm™' e (b) ampliagdo do espectro na faixa de 1500-650 cm-".

A partir do espectro de FTIR, reportado na Figura 42 e da Tabela 16
referente ao farmaco, observa-se inumeras bandas reativas capazes de se ligar
a biomoléculas, que possam ser utilizadas no tratamento da osteomielite. A
presenca dessas também foram reportadas por Silva-Junior et al., (2008)
quando fizeram a analise térmica de microparticulas biodegradaveis contendo
cloridrato de ciprofloxacino obtido pela técnica de secagem por pulverizagao.
Os autores observaram que todas essas bandas sao tipicas do farmaco

ciproflonax.
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Tabela 16 - Numero de onda e bandas de absorgcdo referente ao farmaco (y)

ciproflonax.
Numero de onda (cm) Banda 99 Atribuicoes
absorcao
3315-3374-3211 e 3088 OH; NH Alongamento simetrica;
alongamento
3023 CH; OH Alongamento
2913 C-H de CHa: OH Estiramento assimétrico;

alongamento

2841-2763-2686-2621

CH- CHz-N; C=0;

Estiramento simétrico;
alongamento; alongamento;

OH alongamento de OH
2504 COOH; OH Alongamento
1419199891398 1985 1 cx (x=F, ¢ Alongamento
1307 CHs; C-F Alongamento; flexdo
1273 CHs. C-F Alongamento; flexdo
1221 COOH; C-F Alongamento
1192 C-N; C-F Alongamento
1181 C-N; C-F Alongamento
1025-1156 Trifluormetil Alongamento
986-962-944 C-X (X=F, Cl) Alongamento
923-906-890 RCH=CH> Alongamento
850 C=CH> Alongamento
Benzeno meta-
635 dissubstituido —
Benzeno para-
827 dissubstituido —
Benzeno para-
804 dissubstituido —
Benzeno para-
786 dissubstituido —
Benzeno para-
ra dissubstituido —
Benzeno meta-
749 dissubstituido —
Benzeno orto-
7 dissubstituido —
Benzeno
702 monossubstituido —
670 Alcenos cis- Alongamento

dissubstituidos

4.1.3 Analise Textural por Adsorcao de Nitrogénio (BET)

Na Tabela 17, encontram-se os valores de area superficial especifica

(SseT), tamanho de particula (Dset), volume do poro (Vp), didmetro do poro (Dp)

e a relagcdo entre o tamanho de particula e o tamanho de cristalito (Tc),

referente as amostras em estudo. O calculo dos valores de volume de poro (Vp)
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e didmetro de poro (Dr) das amostras se encontram no Apéndice D e E.

Tabela 17 - Valores de area superficial especifica (Sger), tamanho de particula (Dger),
volume de poro (Vp) e didmetro de poro (Dp) das amostras em estudo.

Sger Dger* Vp De Tc* *
Amostras  (m2g")  (nm)  (em¥g)  (A) (nm) DeerlTe

CoF 36,42 31,24 1,00 31,03 31 1,01
CoFT 22,12 61,01 0,77 3,75 31 1,97
CoFS 19,93 52,15 0,53 5,62 30 1,74
FeF 4,49 255,21 0,05 3,74 25 10,21
FeFT 22,12 60,63 0,13 3,11 35 1,73
FeFS 6,88 241,87 0,23 2,95 36 6,72
HJHS 23,67 80,34 0,44 7,64 54 1,49
HL 53,51 35,54 1,57 3,86 42 0,85
HLC 66,61 28,54 0,88 2,94 58 0,49
Y 1,080 n.d. 1,15 68,96 50 n.d.

n.d. — ndo determinado *Tc = Tamanho de cristalito

Com relagdo as NPM'’s, verifica-se que as NPM’s de CoFe204 (CoF)
apresentam valores de area superficial aproximadamente 9 vezes superior que
as NPM’s de Fes3Os (FeF), em torno de 87,67 %. Pelos resultados verifica-se
que as NPM’s de CoFe204 (CoF) sao de caracteristica nanométrica e que o
tamanho de particula € praticamente semelhante ao tamanho de cristalito,
avaliado pela relagdo Dset/Dtc préximo a unidade. As NPM’s de FesOs (FeF,
FeFS) apresentam o Dger € superior a 100 nm e a relacdo de Dgset/D1c muito
alta, o que nos indica que as particulas estdo aglomeradas e sao policristalinas
ou seja, cada particula é formada por um conjunto de cristais. O revestimento
das NPM’s de Fe30O4 contudo, ocasionou um aumento no tamanho de poro e na
area superficial e pode ter sido ocasionada devido as ligagdes covalentes entre
os grupos OH da superficie das NPM’'s com os grupos (-Si-) do APTS,
aumentando a interagdo entre os policristais, preenchendo os poros dos
aglomerados esponjosos e favorecendo a ainda mais a aglomeragao, que
reduziu a Dset, aumentando o volume de poro e a area superficial

O revestimento das NPM’s de CoFe204 com o TEOS e com o APTS por
outro lado, reduziu a area superficial e o volume de poro devido ao efeito
destes materiais atuaram como agentes de acoplamento por meio da ligagao

covalente entre os grupos OH da superficie das NPM’s com os grupos (-Si-).
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Isto promoveu a redugdo da energia de superficie das NPM’s e ao mesmo
tempo impediu o contato direto interparticula minimizando a aglomeragao.

Comparando-se os valores de area superficial das HAp’'s em estudo
verifica-se que a HAp comercial calcinada a 900 °C (HJHS) apresentou um
valor de area superficial aproximadamente 64,46 % inferior a hidroxiapatita
sintetizada e calcinada no laboratério (HLC) e 19,66 % inferior a hidroxiapatita
sintetizada sem calcinagdo (HL). Isto era esperado visto que o tratamento
térmico induz ao crescimento dos cristais. Entdo, a hidroxiapatita de laboratério
HL produzida no laboratério tem uma caracteristica mais nanométrica que a
hidroxiapatita sintetizada no laboratoério e calcinada nas mesmas condi¢gdes que
a HAp comercial da JHS. Para o farmaco esse parametro nao foi possivel ser
determinado visto que, para a analise € necessario um tratamento térmico a
300 °C/1h e esse tratamento causa a decomposicédo do farmaco.

Quanto a classificagdo do tamanho dos poros, estudos da literatura
reportam que os poros sdo classificados de acordo com os seguintes
tamanhos: microporos quando o diametro for menor que 2 nm, mesoporos
quando o diametro estiver classificado entre 2 e 50 nm e macroporos quando o
didmetro for maior que 50 nm (Teixeira et al., 2001). Logo, as amostras em
estudo apresentaram caracteristica de um material com mesoporosidade, isto
€, o didmetro das amostras se localizou no intervalo entre 2 a 50 nm. A
excessao para esta foi o farmaco (y) que é considerado um material

macroporoso por apresentar diametro de poro de 68,96 nm.

4.1.4 Distribuigao Granulométrica

Na Figura 43, apresenta-se os valores de distribuicdo dos diametros
esféricos das particulas equivalente em funcdo do volume cumulativo das
amostras. A distribuicdo granulométrica de todas as amostras se encontra-se
na faixa de 10 a 10000 nm.

Com relagéo as NPM'’s de CoFe204 (CoF) observa-se uma distribuigao
larga, assimétrica, monomodal com tamanho mediano de particula (D50%) =
57 nm. Apds o revestimento com o TEOS, amostra CoFT, observa-se um
aumento no tamanho de particula, porém, com distribuigdo mais estreita e

tamanho mediano (D50%) = 173 nm, resultando em um aumento em torno de
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67 %. Esse valor determinado foi muito elevado, o que possivelmente pode ter
sido por consequéncia da falta de dispersdo da amostra durante a analise.

Apos a adicdo TEOS e APTS, amostra CoFS, observa-se que, o
tamanho de particula (D50%) passa a ser de 55 % comparando a amostra
CoFS com a amostra CoF, ocasionando uma pequena diminuicdo no tamanho
de particula de 3,5 %, determinado pela analise textural, visto que o
revestimento com TEOS e APTS tende a reduzir a tensdo superficial (area
superficial) pela formagao de ligagbes covalentes entre as NPM’s e o agente
silano, que reveste as NPM’s. Isso favorece a um aumento no tamanho de
particula.
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Figura 43 - Distribuicdo granulométrica das amostras: (a) CoF, (b) CoFT e (c) CoFS

Na Figura 37, se encontra os valores de distribuicdo dos didmetros
esféricos das particulas equivalente em fungdo do volume cumulativo das
amostras FeF, FeFT e FeFS. Observa-se, de modo geral que, as amostras

apresentaram uma distribuicdo de particula estreita, monomodal e simétrica,
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com tamanho mediano de particula (D50%) = 180; 164 e 164 nm para as
amostras Fe, FeT e FeS, respectivamente, ou seja, uma pequena redugao em
torno de 8,89 % quando comparamos a amostra sem revestimento com as
amostras apds revestimento com TEOS ou com TEOS e APTS
simultaneamente. Esse resultado nos mostra que as particulas de magnetita
sdo muito aglomeradas com forte ligacdo interparticula o que dificulta a
dispersdo das amostras. Porém, a adicdo de TEOS e APTS tende a reduzir a
tensdo superfial e interconectando os poros o que favorece a diminuicdo
interparticula. Comparando com o tamanho de particula determinado na analise

textural verificamos que os resultados estdo em concordancia.
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Figura 44 - Distribuicdo granulométrica das amostras: (a) FeF, (b) FeFT e (c) FeFS

A Figura 45, ilustra os valores de distribuicdo dos diametros esféricos
das particulas equivalente em funcdo do volume cumulativo da hidroxiapatita
sintetizada no laboratério (HL), da HAp hidroxiapatita sintetizada no laboratério

e calcinada (HLC) da hidroxiapatita comercial (HJHS), e do farmaco ciproflonax

(v)-
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Figura 45 - Distribuicao granulométrica das amostras: (a) HJHS, (b) HL, (c) HLC, (d) y

Comparando-se os valores de distribuicdo granulométrica das HAp’s
em estudo, observa-se que as curvas referentes a HAp comercial da (HJHS) e
HAp sintetizada no laboratério sem calcinar (HL), Figuras 45a e 45b,
apresentam o mesmo comportamento, ou seja, uma distribuicdo de particula
larga, monomodal e assimétrica. O tamanho mediano de particula (D50%) da
hidroxiapatita sintetizada no laboratério HL € de 43 nm, sendo o tamanho
mediano de particula 15,68 % inferior quando comparamos a hidroxiapatita
comercial da JHS biomateriais designada por HJHS. A hidroxiapatita sintetizada
e calcinada no laboratorio (HLC) por sua vez, apresentou o maior tamanho de
didmetro de particula, 198 nm. Sendo 74,24 % superior ao tamanho mediano
de particula da hidroxiapatita comercial (HJHS) e 78,28 % superior ao tamanho
mediano de particula da hidroxiapatita sintetizada no laboratério (HL). De forma

geral, observa-se que a calcinagdo ocasiona um aumento do tamanho de
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particula resultados estdo em concordancia com os resultados tamanho de
cristalito e de analise textural, respectivamente.

Entretanto, para o farmaco ciproflonax (Figura 45d) observa-se uma
distribuicdo de particula estreita, monomodal, simétrica e nanométrica com
tamanho mediano de particula (D50%) = 39 nm e (D10%) 23 nm,
respectivamente.

A Tabela 18, expressa o tamanho dos didmetros das particulas das
amostras em estudo, de acordo com os indices de distribuicdo de tamanho de
particula D10, D50 e D90%, obtidos a partir das Figuras 43-45. Os parametros
D10 e D90 estao relacionados aos diametros de corte da curva de distribuicao
acumulada em 10% e 90%, respectivamente, enquanto que, o parédmetro

D50% esta relacionado ao tamanho médiano de particula (Dm).

Tabela 18 - Diametros das particulas das amostras de acordo com os indices de
distribuigao.

Amostras D (10 %) nm D (50 %) nm D (90 %) nm

CoF 31 57 119
CoFT 142 173 241
CoFS 25,32 55 91
FeF 116 180 226
FeFT 125 164 234
FeFS 125 164 234
HJHS 20 51 120
HL 25 43 79
HLC 146 198 332
Y 23 39 62

Por meio da Tabela 18, pode-se observar que o maior valor de D(50%)
corresponde a hidroxiapatita calcinada e o menor valor de D(50%) corresponde
ao farmaco. Observa-se ainda, de forma geral, que os valores de D(50%) para
as amostras que apresentam como NPM'’'s de Fes3Os4, apresentam maiores
diametros de particula visto que, o0 método de sintese usa a glicina que gera a
obtencdo de pods aglomerados esponjosos como sera reportado a seguir

através das micrografias da Figura 47.

4.1.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As Figuras 46 e 47, ilustram as morfologias referentes as NPM’s de
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CoFe204 (CoF) e FesO4 (FeF) como sintetizadas por reacdo de combustdo,
revestidas com o TEOS (CoFT e FeFT) e com o TEOS e APTS (CoFS e FeFS).
Para as amostras de ferrita CoFe204 sem e apds revestimento expostas nas
Figuras 46a-46¢c, pode-se observar, de modo geral, a formagdo de
aglomerados na forma de novelos de tamanho irregular e inferior a 10 pm.
Esses aglomerados sdo constituidos por particulas pequenas que
estdo interconectadas por interagdes fracas (particulas pré sinterizadas, ou
seja, formacdo de pescogo interparticula). Esse tipo de morfologia é
caracteristico de amostras de ferritas preparadas por reagcdo de combustéo
usando a ureia como combustivel. Para tanto, o revestimento com TEOS e/ou
com TEOS seguido do APTS ocasiona uma pequena redugao na porosidade

tanto interaglomerados como interparticula, Figura 46c¢.

10um

&

Figura 46 - MEV das amostras: (a) CoF, (b) CoFT e (c) CoFS.

Este resultado corrobora com os resultados obtidos por Diniz et al.,
(2015) quando avaliaram a microestrutura e propriedades magnéticas da FesO4
sintetizada pelo método de reacdo de reagcdo de combustdo e observaram a
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formacao de aglomerados de forma irregular e tamanho que variara em torno
de 20 uym, porosos e de aspecto frageis. A porosidade observada € proveniente
dos gases liberados na combustao.

Para as amostras da magnetita, FesOs4 sem e apds revestimento,
dispostos nas Figuras 47a-47c, também ndo se observa mudancas
perceptiveis na morfologia apos o revestimento com TEOS e/ou com TEOS e o
APTS como pode-se comparar a Figura 47a. Observa-se de modo geral a
formacao de aglomerados esponjosos de formato irregular e tamanho maiores

que 10 pm.

Figura 47 - MEV das amostras: (a) FeF, (b) FeFT e (c) FeFS.

Esse comportamento é tipico de materiais formados com glicina que
durante o processo de sintese de combustao ocorre maior liberagao dos gases,
uma vez que, a natureza da aglomeracao € regida por entalpia e temperatura
da chama gerada durante a combustdo, que por sua vez é dependente da
natureza do combustivel e da relacdo agente oxidante/agente redutor. Estes
resultados obtidos estdo em concordancia com os trabalhos reportados por

Santos, (2015), quando avaliou os combustiveis ureia e glicina na sintese por
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reagcao de combustao de ferrita Mno,e5sZno,35Fe204 correlacionando o balango de
oxigénio usando glicina como combustivel e percebeu que a quantidade de
gases emitidos durante a reagdo produz um aumento na porosidade e no
tamanho dos aglomerados.

Porém, comparando as amostras apds revestimento Figura 47b e 47c
com a amostra sem revestimento, Figura 47a verifica-se levemente que, apos o
revestimento ocorreu uma redugdo na porosidade gerada pelo gas de
combustao durante a sintese. Isso possivelmente ocorreu devido a presenca
do TEOS e do agente silano APTS quando acoplado aos aglomerados reduziu
a porosidade tanto interaglomerados como interparticula e consequentemente
tornando as interagdes intermoleculares mais fortes, o que se observa
nitidamente pelo contato interparticula que se apresentam com aspecto
impregnado.

Comportamento semelhante em relagdo a morfologia das amostras
FeFT e FeFS relatadas nesse trabalho também foram observadas por Franga
et al., (2014) ao prepararem hibridos de Fe3sO4/APTES para Imobilizagdo da
GOX. Os autores observaram pelas micrografias aglomerados na forma de
blocos irregulares com tamanhos diferentes, inferiores e superiores a 10 um, de
aspecto nao poroso indicando que o agente silano APTES quando acoplado
aos aglomerados aumentou a rigidez das NPM’s de FesO4 pelo “bloqueio” dos
poros. Os aglomerados apresentaram um aspecto de blocos impregnados com
material amorfo em que nao foi possivel observar o contato entre as particulas.

As Figuras 48 ilustram a morfologia referente a hidroxiapatita comercial
(HJHS), hidroxiapatita sintetizada (HL) a calcinada (HLC) e o farmaco (y). Para
a amostra HJHS, Figura 48a e a comercial 48c observa-se uma morfologia
formada por aglomerados na forma de placas constituidos por pequenas
particulas interconectadas por forgas fortes (sem porosidade interparticula).

Essa morfologia é tipica de amostra de HAp calcinada a 900 °C e essa
mesma caracteristica ja foi reportada por Bicalho et al., (2008) quando
estudaram a HAp-91 (HAp comercial da empresa JHS Biomateriais) calcinada
a 900 °C e observavam a presenga de cristais prismaticos longos, curtos ou
tabulares no formato hexagonal e na forma de agulhas.

Para a hidroxiapatita sintetizada (HL), Figura 48b pode-se visualizar
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uma morfologia mais fina formada por aglomerados na forma de novelos
(esférica) de tamanho menores que 10 um constituidos por particulas bem
pequenas (nanométricas) ligadas por forgas fracas e com porosidade

interparticula.
By 2 N
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Figura 48 - MEV das amostras: (a) HJHS, (b) HL e (c) HLC (d) y.

Essa morfologia é tipica de amostras de HAp sem sofrer calcinagao, a
morfologia de HAp esférica e nanoestruturada favorece a proliferagao celular e
a ligagdo com o tecido Osseo, como discutido anteriormente para os
difratogramas de DRX e ilustrados na Figura 39. Morfologia semelhante a esta
foi observada por Benicio et al., (2012) quando analisaram a incorporacao do
MTA na hidroxiapatita para aplicagao ortoddntica e obtiveram morfologias de
HAp na forma de aglomerados formado por pequenas particulas com baixa
porosidade interparticulas de formato esférico, distribuigdo estreita em torno de
10 pm de tamanho.

Na Figura 48d, foi evidenciada a micrografia referente ao farmaco,
onde se observa a distribuicdo de aglomerados largos (grandes e pequenos),

nos quais estes se encontram na forma de novelos constituidos de particulas
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pequenas e interligadas. Estes aglomerados apresentam baixa porosidade
interparticula e observa-se a formacao de poucos poros distribuidos em toda a

amostra.

4.1.6 Medidas Magnéticas

A Figura 49, ilustra o comportamento da magnetizagao (M) em fungao
do campo magnético aplicado (H) por meio do lago de histerese para as NPM’s
de CoFesO4 (CoF) e FesO4 (FeF) e apds revestimento com o TEOS (CoFT e
FeFT) e com TEOS e APTS simultaneamente (CoFS e FeFS), a hidroxiapatita
comercial (HJHS), hidroxiapatita sintetizada (HL), hidroxiapatita sintetizada e

calcinada no laboratorio (HLC) e o farmaco (y).
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Figura 49 - Curvas de histerese para: (a) CoF, CoFT, CoFS (b) FeF, FeFT e FeFS, (c)
HJHS, HL, HLC e y (d).

Para as NPM’s de CoFe20s4 (CoF) e FesOs (FeF) sem e com
revestimento com TEOS e com TEOS e APTS simultaneamente podemos
observar um comportamento tipico de materiais ferrimagnéticos, com formagéo
de um lago (curva) de histerese bem definido, onde as amostras apresentam

uma magnetizagdo de saturagao (Ms), uma magnetizagdo remanente (Mr) e
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um campo coercitivo (Hc) (campo necessario para desmagnetizar o material). A
diferenca entre essas duas NPM’s esta no tipo de material magnético. A
magnetita (FesO4) € um material magnético mole “soft” que magnetiza e
desmagnetiza com baixos valores de campo aplicado, em torno de 258 Oe,
Figura 49b, enquanto que a ferrita de CoFe204 € um material magnético duro
“hard” que magnetiza e desmagnetiza com valores de campo aplicado elevado,
em torno de 1190 Oe.

Esse comportamento, ferrimagnético € tipico de materiais magnéticos
duros ou mole é bem estabelecido na literatura. De acordo com Costa et al.,
(2015) as ferritas duras sado consideradas magnetos permanentes, ou seja,
materiais dificeis de serem magnetizados e desmagnetizados, retendo a
magnetizagdo mesmo depois da remog¢do do campo magnético. As ferritas
moles sdo materiais considerados magnetos n&o permanentes ou de alta
permeabilidade, ou seja, materiais que sao facilmente magnetizados e
desmagnetizados. Interessante ressaltar que a ferrita de CoFe204 € a Unica
ferrita do tipo espinélio inverso que apresenta comportamento de material
magnético duro ou seja, que apresenta valor da coercividade na ordem de 2,5
x 10* Oe (O’handley, 1942). Todas as demais ferritas dessa classe se
comportam com material magnético mole.

Analisando o comportamento das NPM's em estudo apdés o
revestimento com TEOS e com TEOS e APTS simultaneamente, verifica-se de
forma geral que o comportamento foi 0 mesmo, ou seja, houve uma reducgao da
magnetizagao de saturagao apods o revestimento. Para a amostra CoF (amostra
revestida com TEOS e APTS) essa reducdo foi de 11,50, 1,25% e para a
amostra FeF a reducao foi de 11,26 e 24,92%, quando comparadas as NPM’s
sem revestimento e NPM'’s revestidas apenas com o TEOS, porém apesar da
reducdo na magnetizacao de saturagdo o comportamento ferrimagnético do
material foi mantido. Os valores no campo desmagnetizante (campo coercitivo,
Hc) praticamente se mantem inalterados. Isso € muito importante, pois indica
que o revestimento nao compromete o magnetismo das NPM’s. Esse
comportamento também foi oservado e reportado por outros pesquisadores
quando avaliaram a aplicacdo de NPM’s como biosensores, como pode ser

visto a segquir.
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E importante ressaltar que altos valores de magnetizacdo de saturagéo
€ um dos pré-requisitos para maximizar a eficiéncia de segmentacdo de
nanoparticulas usando um campo magnético externo. Considerando todos os
resultados observa-se que todas as NPM'’s possuem propriedades magnéticas
suficientes para exibir uma resposta magnética suficientemente alta para
direcionar as particulas para um local especifico no corpo. Assim sendo,
diversos autores reportam a aplicacdo de NPM’s e NPM’s @SiO2 na area
biomédica, com propriedades magnéticas promissoras.

Hong et al, (2009) quando prepararam e caracterizaram
nanoparticulas revestidas de silica usando FeszOs4 como precursor de
ferrofluidos, observaram a partir dos resultados obtidos que a magnetizacao de
saturagao diminuiu e apresentou valores de: 39,29, 80,51 e 85,80 % na medida
em que as NPM’s de Fe3O4 foram modificadas com citrato de sodio, SiO2 e
acido oleico (magnetizacdo de saturagao apresentou valores de (Ms) 69,86,
42,41, 13,611 e 9,918 emu/g, respectivamente). Os autores atribuiram a
diminuicdo da magnetizacdo de saturacdo ao aumento do tamanho das
particulas de Fe3zO4 apds serem modificadas com citrato de sddio, SiOz e acido
oleico.

Wang et al., (2011) prepararam NPM’s de CoFe204 monodispersas em
SiO2, e em seguida, funcionalizaram com amino com a finalidade de
imobilizacdo de enzimas e observaram que a magnetizagdo de saturagao
diminuiu de 31,53 % apos as NPM’s serem funcionalizadas com SiO2 e
atribuiram essa diminuigdo ao efeito da camada de revestimento com silica
amorfa sobre as NPM’s.

Tang et al., (2012) quando estudaram o compdsito Coo.sNio.2Fe204/PVP
usando o agente de acoplamento silano metacrilato de 3-(trimetoxissilil),
reportaram que a magnetizacdo de saturacdo observada para o compdsito
Coo,8Nio2Fe204/PVP foi menor quando comparado com as NPM’'s de
Coo,8Nio,2Fe204. Essa redugdo na magnetizagdo de saturagao foi atribuida a
presenca do PVP, o qual ndo é magnético e influenciou a uniformidade ou
magnitude da magnetizagao por extinguir o momento magnético da superficie.

Wu et al., (2013), quando sintetizaram nanoestruturas de Fe3Os@SiO2

TiO2 e Ftalocianina (CoPcS). Os autores observaram que apds o revestimento
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com SiOz, TiO2 e CoPcS, a magnetizacao de saturacéo da FesO4 de (58,3 emu
g') decresceu. No entanto, o magnetismo Fe304s@SiO2 e TiO2@ CoPcS foi
ainda suficientemente elevado (35,9 emu g') para aplicagdo de um campo
magnético externo, o que pode facilitar a separagéo fotocatalitica de solugdes
tratadas.

Nadeem et al, (2014) quando sintetizaram NPM’s de NiFe204
revestidas com SiO2 observaram uma redugdo na magnetizagado de saturagao
(Ms) de 48, 27%. Os autores justificaram o efeito da reducéo da Ms devido a
uma desordem mais forte nos spins na superficie das nanoparticulas com a
presenca de SiOz.

Sadighian et al., (2014), quando avaliaram as propriedades magnéticas
das nanoparticulas de Fes04, FesO4/TEOS/APTES (core—shell) e FesOa4
TEOS/APTES - Doxorrubicina-quitosana por um amplificador de amostra de
vibracdo (VSM) obtiveram valores de magnetizacdo de saturagao (Ms) de 56;
8,47 e 6 emu/g a 8500 Oe, e suscetiilidade magnética de 0,08, 0,14 e 0,008
emu/g Oe, respectivamente. Os resultados mostraram que todas as amostras
exibiram propriedades superparamagnéticas. Os resultados indicam que todas
as variantes das NPM'’s de Fe30s4, NPM’s de Fe3Os revestidas com TEOS e
APTES e FesO4 TEOS/APTES-Doxorrubicina-quitosana possuem propriedades
magnéticas suficientes para exibir uma resposta magnética suficientemente
alta para direcionar as particulas para um local especifico no corpo.

Zhang et al., (2015) reportaram a sintese do nanocompdsitos
Fes304/SiO2/hidroxiapatita para aplicacdo fotocatalitica e observaram mediante
os resultados obtidos que a saturagdo magnética apresentou valores (Ms) de
79,1, 60,3 e 26,7 emu/g para FesO4, Fe304/SiO2 e Fe304/SiO2/hidroxiapatita,
respectivamente. Os autores atribuiram a diminuigdo nos valores de (Ms) na
ordem Fe304, Fe304/SiO2 e Fe304 /SiO2/hidroxiapatita a contribuicdo do volume
da camada de revestimento ndo-magnético em relagdo ao volume total da
amostra.

Mediante as curvas de histerese das amostras HJHS, HL, HLC e do v,
Figura 49c e 49d, observa-se de forma geral para as trés amostras ciclos M x H
que apresentam dois comportamentos simultaneos, ou seja, ferromagnético

para baixo campo (< 5 Oe) e diamagnético para alto campo (> 5 Oe) aplicado.
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Para o farmaco (y), a transicdo do comportamento ferromagnético para
diamagnético ocorreu em torno de 3 Oe. Esse comportamento é inerente da
composi¢ao quimica da HAp que é conhecida como um 6xido ndo magnético,
ou seja, diamagnético.

Segundo Kuda et al., (2009) quando avaliaram o efeito da incorporagao
de Fe, FesO4 ou Cu sobre as propriedades magnéticas de compositos
vidro/HAp para aplicagdes bioldgicas afirmaram que essa propriedade pode ser
simplesmente relatada como caracteristica diamagnética tipica da composicao
quimica inerente da HAp em estudo. Porém, Limaye et al., (2011) em seus
estudos quando avaliaram a obtencédo de semicondutores magnéticos diluidos
(SMDs) também relatou esse mesmo comportamento para amostras de ZnO
pura. Os autores atribuiram o comportamento ferromagnético do ZnO puro para
baixos valores de campo aplicado a interacdo de troca entre spins de elétrons
localizados resultante de vacéancias de oxigénio presentes na superficie das
nanoparticulas. Para altos valores de campo essas interacbes cessam
ocorrendo a transicdo para um comportamento diamagnético.

Todos os parametros magnéticos (magnetizacdo de saturagédo-Ms,
magnetizagdo remanente - Mr, campo coercivo — Hc) determinados a partir da
curva de M x H (magnetizagcdo em funcdo do campo aplicado) estao descritos
para todas as amostras em estudo na Tabela 19.

De acordo com os resultados apresentados na Tabela 19, verificou-se
que a hidroxiapatita sintetizada (HL), a hidroxiapatita de laboratério calcinada
(HLC), a comercial (HJHS) e o farmaco (y) apresentam valores de
magnetizacdo de saturagdo muito baixos, tipicos de materiais que apresentam
comportamento diamagnético e paramagnético, ou seja, que nao saturam. Em
relacdo as NPM’s de Fe3O4 revestidas com o TEOS e com o TEOS e APTS
simultaneamente, amostras estas designadas por FeF, FeFT e FeFS,
respectivamente, observa-se uma redugdao de 11,26 % e 24,92 % da
magnetizacdo de saturagcdo das amostras FeFT e FeFS quando comparada
com NPM’s sintetizadas de FesOas (FeF).
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Tabela 19 - Parametros magnéticos referentes para as amostras em estudo antes e
apos revestimento com o TEOS e o TEOS e APTS simultaneamente.

Amostras Ms (emu/g) Mr (emul/g) Hc (Oe) MriMs
HJHS 0,07 0,02 168,23 0,28
HL 0,13* 0,03 265,43 0,23
HLC 0,6* 8,3 77,3
Y 0,05* 0,01 160,75 0,2
CoF 33,65 12,55 1200,17 0,37
CoFT 29,78 11,13 1216,74 0,37
CoFS 33,23 12,71 1231,02 0,38
FeF 47,15 9,95 234,43 0,21
FeFT 41,84 8,88 242,16 0,21
FeFS 35,40 7,47 252,88 0,21

* - Magnetizagao maxima (Mmax).

No que diz respeito as NPM’s de CoFe204 observa-se que houve uma
reducao na magnetizacado de saturagao de 11,50 % e de 1,25 % das amostras
apos revestidas com TEOS e com o TEOS e APTS simultaneamente, (CoFT e
CoFS) respectivamente, quando comparadas com as NPM'’s sintetizadas de
CoFe204 (CoF).

Com base nestes resultados, observa-se que, para as NPM’s em
estudo, mesmo apds o revestimento com o TEOS e APTS precursores da SiO2
estas mantiveram suas caracteristicas magnéticas, ou seja, as NPM’s
continuaram sendo fortemente atraidas pelo campo magnético, indicando,
assim, a obtencdo de um material hibrido com caracteristicas magnéticas

promissoras para uso na biomedicina como carreador de farmaco.

4.2 Etapa Il - Compdésitos hibridos (carreadores de farmaco)

4.2.1 Difragao de Raios X (DRX)

Na Figura 50, encontram-se ilustrados os difratogramas de raios X dos
hibridos CoFe204@ SiO2:y (Cy) e FesOs@SiOz:y (Fy).

Mediante a Figura 50a, observa-se a formacdo da fase da ferrita
CoFe204 e Fe203 (hematita) e tracos da magnetita FesO4 identificados mediante
as fichas cristalograficas JCPDF 22-1086, JCPDF 33-0664 e JCPDF 88-0315
respectivamente. Por meio da Figura 50b, para o hibrido FesOs@SiOz:y (Fy),
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observa-se a formagado da fase principal referente a FesO4 (u) identificada
mediante a ficha JCPDF 88-0315 e picos de tracos da segunda fase referente a
hematita Fe20s3 (n), identificada pela ficha padrao JCPDF 33-0664.

Pode-se observar para os difratogramas do hibrido CoFe204@SiO2:y
(Cy) e FesO4@SiOz2:y (Fy), a presenga de picos com alta intensidade e elevada
largura basal para todas as reflexdes, demonstrando a cristalinidade da

amostras e sua caracteristica nanoestrutural.

JCPDF 88-0315
p-FeO,
- JCPDF 33-0664
?‘? ® n-FeO,
= 2
=1 Ll el 3
°
_fg JCPDF 33-0664 -8
g I]-F9203 g
g kol 1 {
E E | IR N U AN S O N S N | N Y I A I T M|
“ ‘ ‘ ‘ H JCPDF 88-0315
‘ ‘ ;,L-F9304
JCPDF 22-1086
x - CoFe,O,
15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75

20 (Graus) 20 (Graus)

Figura 50 - DRX (a) padrao da CoFe;04, da Fe;O3 e da e da Fe>O3 e DRX da amostra
(Cy); (b) padrao da FesO4 e da Fe203, e DRX da amostra (Fy).

Para o hibrido CoFe204@SiO2 (Cy) nao foi observado picos referente
ao farmaco (y) entretanto, para o hibrido FesOs@SiO2 (Fy) Figura 50b, estes
picos foram observados em 18,34, 19,21 referente a fase (A\)C1sH12CIN3O e em
40,94° referente (¢) C11H16N3O2 conforme pode ser observado na Figura 38b
para o farmaco. Esse resultado denota que as NPM'’s hibridizadas de Fe3O4
conjugaram com maior eficiéncia o farmaco que as NPM’s de CoFe20a4.

Por meio da Figura 44, ilustra-se os difratogramas de raios X dos
compositos hibridos CoFe204@SiO2:HAp (HC) e FesO4@SiO2:HAp (HF). Pode-
se observar, na Figura 44a, para o composito hibrido CoFe204@SiO2:HAp (HC)
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a presenca de quatro fases, sendo a fase principal da HAp Cas(PO4)3sOH, de
acordo com a ficha padrao JCPDF 09-0432 e segunda fase de tragos da
CoFe204, correspondente a ficha cristalografica JCPDF 22-1086, Fe20s3
referente a ficha cristalografica 33-0664 e picos referentes a FesO4 em 62,63;
57,21 e 43,20° correspondentes a ficha cristalografica 88-0315.

Por meio da Figura 44b, do compésito hibrido FesOs@SiO2:HAp (HF)
observa-se a presenca da fase principal da Fe3Os4 de acordo com a ficha
cristalografica JCPDF 88-0315 e picos de segunda fase correspondente a HAp
Cas(PO4)30H, de acordo com a ficha padrao JCPDF 09-0432 e tragos da Fe20s3
de acordo com a JCPDF 33-0664. Para ambas as amostras pode-se observar a
presenca de picos com alta intensidade e elevada largura basal para todas as
reflexdes, demonstrando a cristalinidade das amostras e sua caracteristica
nanoestrutural.

Como reportado na Tabela 11, ambos os compadsitos hibridos exibidos
nos difratogramas da Figura 51a e 51b foram sintetizados nas mesmas
propororgdes HAp:NPM’s, com predominancia da HAp (70%) em relagdo as
NPM’s (30%). Entretanto, a presenca da fase principal da HAp no hibrido
CoFe204@SiO2:HAp (HC) e da Fe3Os no hibrido FesOs@SiO2:HAp (Fy)
possivelmente ocorreu devido ao fato de que as NPM'’s hibridizadas de Fe304
tenha incorporado com maior eficiéncia a HAp, quando comparado as NPM’s
de CoFe20a4.
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Figura 51 - DRX (a) padrdo da HAp, da CoFe204, Fe203 e DRX da amostra (HC); (b)
padrao da HAp, Fe3O4 e da Fe;O3, e DRX da amostra (HF).

Na Figura 52, encontra-se ilustrados os difratogramas de raios X dos
compositos hibridos HJCoFSy1; HCoFSy1; HCoFSy2 e HCoFSys e HJFeFSy1,
HFeFSy1, HFeFSy2 e HFeFSys.

Pode-se observar nos difratogramas da Figura 52a para o compdsito
hibrido sintetizado com a hidroxiapatita comercial da JHS Biomateriais
(HJCoFSy1) na concentragdo de 70:30 HAp:CoFe204@SiO2 e nos sistemas
HCoFSy1; HCoFSy2 e HCoFSys nas concentragbes de 70:30; 50:50 e 30:70 de
forma geral, a presenga de quatro fases, sendo a fase principal da HAp
Cas(P0O4)30H, de acordo com a ficha padrao JCPDF 09-0432 e segunda fase
de tragos da CoFe204, Fe203 correspondentes as fichas cristalograficas JCPDF
22-1086, 33-0664 € picos da FesO4 em torno 62,63; 57,21 e 43,20° referentes a
FesO4 correspondentes a ficha cristalografica 88-0315.

Observa-se ainda, a presenca de picos com alta intensidade e elevada
largura basal para todas as reflexdes, demonstrando a cristalinidade das
amostras e sua caracteristica nanoestrutural. Entretanto, a medida que diminui-
se a concentragao HAp:CoFe204@SiO2 70:30; 50:50 e 30:70 observa-se que,

diminui a intensidade dos picos da HAp, aumentando-se as intensidades dos
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picos referentes as NPM'’s hibridizadas e auséncia de picos referentes ao
farmaco. A auséncia de picos correspondentes ao farmaco esta em
concordancia com o difratograma da Figura 50a do hibrido CoFe204@SiOz:y
(Cy).

Mediante o difratograma da Figura 52b, para o compdésito hibrido
sintetizado com a hidroxiapatita comercial da JHS Biomateriais (HJFeFSy1) na
concentracéo de 70:30 HAp:Fe3O4@SiO2 e nos sistemas HFeFSy1; HFeFSy2 e
HFeFSys nas concentragdes de 70:30; 50:50 e 30:70. De forma geral, para
todos os sistemas pode-se observar a presenca de trés fases, da Fes3O4 de
acordo com a ficha cristalografica JCPDF 88-0315 e picos correspondente a
HAp Cas(PO4)3sOH, de acordo com a ficha padrao JCPDF 09-0432 e tracos da
Fe203 de acordo com a JCPDF 33-0664.

Esse resultado corrobora com os resultados expostos na Figura 44b,
para o composito hibrido FesOs@SiO2:HAp (HF). Entretanto, a presenca da
fase principal da HAp foram constatadas apenas para os compdsitos hibridos
HFeFSyr e HJFeFSy1r que apresentam concentragdo de 70:30
HAp:FesO4@SiO2. Para os compdsitos hibridos HFeFSy2 e HFeFSys de
concentracédo 50:50 e 30:70 HAp:Fe3O4@SiO2 a fase principal foi referente a
FesO4. Foram observados ainda, para todos os compositos hibridos picos
referentes ao farmaco em torno 18,31 e 42,09° referente a fase (A)C15H12CIN3O
e em 40,94° referente a fase (¢) C11H16N3O2 conforme pode ser observado na
Figura 32b para as fichas padrdo do farmaco. A presenga dos picos referentes
ao farmaco corroboram com os resultados do hibrido FesOs@SiOz (Fy) Figura
50b.
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Figura 52 - DRX (a) padrdao da HAp, da CoFe;04, Fe;O3 e DRX dos compdésitos
hibridos HJCoFSys; HCoFSys; HCoFSy, e HCoFSys; (b) padrédo da HAp, FesOs4 e da
Fe,0s, e DRX dos compdsitos hibridos HIFeFSy1, HFeFSys, HFeFSy, e HFeFSys.

A Tabela 20, exibe os dados estruturais de cristalinidade e tamanho de
cristalito para o pico de maior intensidade (311) — primeira ordem de difragao -
obtidos a partir dos resultados de DRX para os hibridos CoFe204@SiOz2:y (Cy);
Fes04@SiO2:y (Fy); HAp:CoFe20:@SiO2 (HC), HAp:Fe304@SiO2 (HF) e dos
compositos hibridos HJCoFSy1; HCoFSy1; HCoFSy2 e HCoFSys e HJFeFSy1,
HFeFSy1, HFeFSy2 e HFeF Sys.

De acordo com a tabela 20, observa-se que, a cristalinidade e o
tamanho de cristalito dos compodsitos hiridos CoFe204@SiO2 (Cy) e

FesO4@SiO2 (Fy) se mantiveram praticamente semelhantes. Bem como, os
compositos hibridos HAp:CoFe204@SiO2 (HC), HAp:FesOs@SiO2 (HF).
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Tabela 20 - Cristalinidade, tamanho de cristalito em relagcdo ao pico de maior
intensidade (311) para os hibridos CoFe.O4@SiO. (Cy) e Fe30.@SiO2 (Fy);
HAp:CoFe04s@SiO2 (HC), HAp:Fe;O0.@SiO, (HF) e dos compdsitos hibridos
HJCoFSys; HCoFSy1; HCoF Sy, e HCoFSys e HJFeFSy1, HFeFSy1, HFeFSy, e HFeFSys.

Amostras Cristalinidade (%) Tamanho de Cristalito (nm)
Cy 66,00 31,00
Fy 65,00 31,00
HC 76,40 54,10
HF 75,17 37,68
HJCoFSy, 90,40 69,70
HCoFSy; 74,99 51,14
HCoFSy; 89,70 37,32
HCoFSy; 86,90 37,49
HJFeFSy; 88,90 63,88
HFeFSy, 87,80 68,13
HFeFSy: 89,70 36,21
HFeFSys 86,90 37,50

Os compésitos hibridos HJCoFSy1; HCoFSy1; HCoFSy2 e HCoFSys e
HJFeFSy1, HFeFSy1, HFeFSy2 e HFeFSys por sua vez, apresentaram valores
de cristalinidade e tamanho de cristalito do pico principal, muito préximos,
sendo que, todos os compositos apresentaram caracteristica nanocristalina
promissora para aplicacdo como carreadores de farmaco no tratamento da

osteomielite.

4.2.2 Espectroscopia de Infravermelho com Transformada de Fourier
(FTIR).
Na Figura 53 encontram-se 0s espectros vibracionais na regido do
infravermelho, na faixa de 4000 — 500 cm™ dos hibridos CoFe204@SiO2:y (Cy)
e Fes04@SiO2:y (Fy).
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Figura 53 - FTIR dos hibridos CoFe204s@SiO2:y (Cy) e FesOs@SiOz:y (Fy).

Verifica-se nos espectros de infravermelho da Figura 53a e 53b e na
Tabela 20 a presenca de modos vibracionais da silica em torno de 726,67; 730
e 1000 e 1100 cm™ correspondentes as vibragoes vo(Si-O-Si) e vus(Si-O-Si),
respectivamente. As vibragdes originarias da absor¢do de moléculas de agua
na regido de 3400-3500 cm” também foram observadas. Estas vibragdes
indicam a presenca de grupos -OH na superficie das NPM’s e, também, da
agua remanescente na sintese. Esses grupos —OH se ligam ao Silicio do TEOS
e APTS, formam grupos Si-OH. As bandas em torno de 2390 cm™ sao
referentes a defeitos da SiO2 que revestem o nucleo magnético das NPM’s.

Defeitos da silica também foram reportados por Vinod et al., (2003) ao
estudarem polimeros organossilanicos, a banda observada em 2350 cm™ foi
atribuida a defeitos na superficie da silica. Outra banda fraca de absorgao pode
ser observada em volta de 1378 cm™ atribuida a vibragdo da ligagdo N-O
decorrente do nitrato usado para obtencao das NPM'’s, grupo este presente no
produto da reacao de combustio. Vibragdes de Fe-O e Co-O foram observados
nos espectros das Figuras 53a e 53b foram observadas em 540 e 568 cm™’
confirmando a fase da CoFe204 no hibrido (Cy) e da FesOa4no hibrido (Fy).

A constatagdo da estrutura core-shell em que, o nucleo magnético &
formado pelas NPM’s de CoFe204 e Fe3O4 deu-se pela presenca de grupos -O-
Si-O- em torno de 836; 568 e 540 cm™ que se ligam ao Fe e Co formando
grupos Fe-Si-O e Co-Si-O. As demais atribui¢des observadas nos espectros

das Figuras 40a e 40b e Tabela 15, sao referentes ao farmaco essa
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constatagcao corrobora com o espectro da Figura 42b e Tabela 16.
A Tabela 21, exibe o espectro de FTIR dos hibridos CoFe204@SiO2:y
(Cy) e FesOs@SiO2:y (Fy).

Tabela 21 - Numero de onda e bandas de absor¢cdo referente aos hibridos
COFGzO4@SiOzIY (Cy) e Fe304@8i02:y (Fy).

Cy Fy
Numero de onda Banda 99 Numero de onda | Banda de absorgao
P absorgao A
(cm™) (cm™)
2886 CH»-CH3 2915 CH»-CH3
2722 CH2-N 2724 CH2>-N
2340 Defeitos da SiO;
1732; 1624:;3400 Si-OH 2506 COOH
1455 CHs e (C:SI;( (X=F, 2338 Defeitos da SiO,
1378 NO 1455 CHs e C-X (X=F, CI)
1332 C-X (X=F, Cl) 1370 CH; e C-X (X=F, CI)
1284; 1302 COOH; C-F 1303; 1251 CHgs; C-F
1215; 1253 1166 CHs-F3
1163 C-N; C-F 1103 C-N; C-F
1044 Voo Si-O-Si 1043;1001 Voo Si-O-Si
836 Fe-O-Si 979;3450 CX D Ee st
568 Co-O- 888 RCH=CH;
Benzeno
— — 839 monossubstituido
o L 726,67; 730 vs Si-O-Fe
Benzeno
— — 698 monossubstituido
. . 540 Fe-O e Co-O

Por meio da Figura 54a e 54b e a Tabela 22, encontram-se os
espectros vibracionais na regido do infravermelho, bandas e numero de onda
na faixa de 4000-500 cm™" dos compdsitos hibridos HAp:CoFe204@SiO2 (HC)
e HAp:FesOs@SiO2 (HF). Observa-se a presenca de bandas vibracionais de
agrupamentos PO43; COs? tipicas da hidroxiapatita HAp, resultado que
corrobora com os espectros da Figura 34. As bandas referentes ao Co-O; Fe-O
confirmam a formagédo da CoFe203 e FesOs. Enquanto que, os grupos OH se
ligam ao Si formando grupos Si-OH. Porém, tanto o Co- quanto o Fe- se ligam
ao Si- do TEOS e APTS confirmando a formacado de estruturas core-shell,

como discutido nos espectros da Figura 40.
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Figura 54 - FTIR dos compdsitos hibridos HAp:CoFe204@SiO2 (HC), HAp:Fe;0.@SiO-

(HF).

A Tabela 22 evidencia os valores relativos ao comprimento de onda e

bandas de absorcdo referente aos compdsitos hibridos HAp:CoFe204@SiO2

(HC), HAp:Fes04@SiO2 (HF).

Tabela 22 - Numero de onda e bandas de absorcao referente aos HAp:CoFeO4s@SiO2

(HC), HAp:Fes04@SiO: (HF)

HC HF
Numero d:e onda ;?s:g:;gz Numero d1e onda gsgg;gg
(em™) (cm™)
2358 Si-OH 2908 CH>-CH3
2076;1996 C-H 2726 CH.-N
1458;1416;961;871; 2
614: 600; 617 CO, — —
794 Fe-O 2338 Defeitos da SiO,
558 Co-O 1455 CHs
. _ 1387 F’O4'3 e CHz
- o 1307; 1253 CHs; NO»
s s 1179 CHs
. _ 1098 Si-O-Si
. s 996; 976 Si-OH
. . 889:840 CO372
o - 839; 805;763 Si-O-Fe
701,628; 730; 600 .
. . o 562 Si-O-Fe
_ _ 2908 CH,-CHs
2726 CH2>-N

Na Figura 55, encontram-se os espectros vibracionais na regido do

infravermelho, na faixa de 4000 — 500 cm™" dos compésitos hibridos HICoF Sy;

HCoFSy1; HCoFSy2 e HCoFSys e HIFeFSy1, HFeFSy1, HFeFSy2 e HFeFSys.
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Por meio dos espectros da Figura 55 e Tabela 23, observa-se a
presenca de bandas da HAp cujas flexdes principais ocorrem nas flexdes de
maior intensidade de grupos agrupamentos PO43; CO3?2. As bandas referentes
ao Co-0O; Fe-O confirmam a formacédo da CoFe203 e Fe3O4. Enquanto que, os
grupos OH se ligam ao Si formando grupos Si-OH. As demais bandas séo
referentes ao farmaco como pode ser observado no espectro de FTIR para o

farmaco, Figura 42 e Tabela 16.
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Figura 55 - FTIR dos compdsitos hibridos HICoFSys; HCoFSy1; HCoFSy, e HCoFSys
(a) e HIFeFSy1, HFeFSy, HFeFSy, e HFeFSys. (b).

A Tabela 23, exibe o numero de onda e as bandas de absorcio
referente aos compésitos hibridos HJCoFSy1; HCoFSy1; HCoFSy2 e HCoFSys e
HJFeFSy1, HFeFSy1, HFeFSy2 e HFeFSys.
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Tabela 23 - Numero de onda e bandas de absorgao referente aos compdésitos hibridos
HJCoFSy; HCoFSy1; HCoF Sy, e HCoFSys e HIFeFSy1, HFeFSys, HFeFSy, e HFeFSys.

HJC&SY“:S:QE HCoFSyz, HJFeFSyr, HFeFSys, HFeFSy,, HFeFSy;
Numero de onda Banda de absor¢dao | Numero de onda Banda 96
- A absorcao
(cm™) (cm™)
3568-3574 O-H; Si-OH 3576 O-H; Si-OH
2900 CH2-CHs 2932 CH.-CHjs
1625 C=0 2353 Defeitos da SiO;
1580 CO57 1631 C=0
1525 C-O0 1580;1450;1490 C-O
1472; 1375;1330 C-X (X=F, CI) 1378;1300;1255 CHs-F3
1300 COOH; C-F 897 RCH=CH,
1035 Si-O-Si 820; 839 Benzeno
840-740 Si-OH 800,767,689 Si-OH
632;594,;568 PO,3 696 PO,3
470 Co-O 631,598,566 Si-O-Fe
494 Fe-O

Por meio da Tabela 23, observa-se a presenga de bandas da HAp
cujas flexdes ocorreram para os agrupamentos PO4® e COs?2. As bandas
referentes ao Co-O; Fe-O confirmam a formacdo da CoFe203 e FesOa.
Enquanto que, os grupos OH se ligam ao silicio, formando grupos Si-OH e
grupos Si-O-Si, referentes a SiO2. As demais bandas séo referentes ao

farmaco.

4.2.3 Analise Textural por Adsorcao de Nitrogénio (BET)

Na Tabela 24, encontram-se os valores de area superficial especifica
(Seet), tamanho de particula (Dset), volume do poro (Vp), didmetro do poro (Dp)
e a relagdo entre o tamanho de particula e o tamanho de cristalito (Tc),
referente as amostras em estudo. O calculo dos valores de volume de poro (Ve)
e diametro de poro (Dp) das amostras exibidos na Tabela 24 se encontram no
Apéndice D e E.

Comparando-se os valores de area superficial, descritos na Tabela 24
observa-se que o hibrido Cy apresenta area superficial superior a Fy. Em
relacdo aos compositos hibridos HC, HF HCoFSy1, HCoFSy2, HCoFSys,
HJFeFSy1, HFeFSy1 e HFeFSy2, HFeFSys e os compdésitos hibridos sintetizados
com a hidroxiapatita da JHS Biomateriais HIFeFSy1 e HJCoFSy1, observa-se
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de forma geral, que houve pequenas alteragbes na area superficial sendo a
area superficial de todos os compdsitos (carreadores) suficiente para reagir
com células e fluido biologico, onde os compdsitos que apresentam maiores
diametros de particula e maior volume de poros tendem a permanecer mais

tempo no local implantado favorecendo a osteointegracéo.

Tabela 24 - Valores de area superficial especifica (Sger), tamanho de particula (Dger),
volume de poro (Vp) e didametro de poro (Dp) das amostras em estudo.

*
Amostras | () | | emigh | om) | my | Dot
Cy 4,64 326,6 0,01 3,56 31,00 10,53
Fy 1,57 152,9 0,03 7,83 31,00 4,93
HC 20,21 86,5 0,14 3,37 54,10 1,60
HF 10,23 194,5 0,08 3,36 37,68 5,16
HJCoF Sy, 4,26 471 0,05 4,47 69,70 0,67
HCoF Sy, 9,36 366,3 0,03 3,98 51,14 71,62
HCoFSy: 9,10 209,9 0,05 3,83 37,32 5,62
HCoFSy; 8,52 212,1 0,05 3,83 37,49 5,66
HJFeF Sy, 3,13 636,9 0,56 7,69 63,88 9,97
HFeFSy4 6,02 348,0 0,01 3,54 68,13 5,11
HFeFSy: 4,95 388,1 0,02 3,97 36,21 10,71
HFeFSys 4,01 456,6 0,02 3,82 37,50 12,18

*Tc = Tamanho de cristalito

Pela relagao Dget/Dtc, observa-se que, os valores sao altos, maiores a
uma unidade, sendo de caracteristica aglomerada, formada por policristais. A
excessao foi o composito HICoFSy1 que apresentou relagado Deet/Dtc, menor a
uma unidade. Em relacdo ao tamanho de poro, observa-se que, todos os
compdésitos hibridos apresenta mesoporosidade, ou seja, didmetro de poro

compreendido na faixa entre 2 e 50 nm.

4.2.4 Distribuigao Granulométrica

Na Figura 56, ilustra-se as curvas de distribuicdo das particulas
equivalente em funcdo do volume cumulativo dos hibridos Cy e Fy.
Comparando-se as curvas de distribuicdo granulométrica observa-se que a
curva do hibrido Cy apresenta distribuicdo de particula larga, monomodal e

assimétrica. Enquanto que o hibrido Fy apresenta uma distribuicdo de particula
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mais estreita, monomodal e simétrica, o tamanho mediano de particula (D50%)

para os hibridos foi de 79 e 189 nm, respectivamente.
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Figura 56 - Distribuicdo granulométrica dos hibridos: (a) Cy (b) Fy.

Na Figura 57, ilustra-se os valores de distribuicdo dos diametros das
particulas equivalente em funcdo do volume cumulativo dos compdsitos
hibridos HC e HF.

Em ambos os compdsitos hibridos observa-se uma distribuicdo larga,
assimétrica, monomodal e tamanho mediano de particula (D50%) de 58 e 54
nm, respectivamente. Entretanto, o compdsito hibrido HF apresenta distribuicao

de particula um pouco mais larga que o compésito hibrido HC.
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Figura 57 - Distribuicdo granulométrica dos compdsitos hibridos: (a) HC (b) HF.

Na Figura 58, sdo exibidas as curvas de distribuicdo granulométrica
dos compésitos hibridos: HICoFSy1; HCoFSy1; HCoFSy2 e HCoF Sys.

De modo geral, observa-se para todas as curvas, uma distribuicdo
larga, assimétrica, monomodal. A curva que apresenta distribuicdo mais estreita

€ a referente ao composito hibrido HCoFSys, que apresenta relagdo de



HAp:NPM's@SiO2 de 30:70.
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Figura 58 - Distribuigdo granulométrica dos compdsitos hibridos: HICoFSy1; HCoFSyq;
HCoFSy, e HCoF Sys.

A Figura 59 ilustra os valores de distribuicdo dos didmetros das

particulas equivalente em funcdo do volume cumulativo dos compdsitos

hibridos HIFeFSy1, HFeFSy1, HFeFSy2 e HFeFSys. Para os compdsitos hibridos

HFeFSy1, HFeFSy2 observa-se uma distribuicdo mais estreita, simétrica e

monomodal, ja os compdsitos hibridos HIFeFSy1 e HFeFSys apresentam uma

distribui¢cao larga, assimétrica e monomodal.
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Figura 59 - Distribuicdo granulométrica dos compésitos hibridos: HJFeFSys, HFeF Sy,
HFeFSy, e HFeFSys,

A Tabela 25 expressa o tamanho dos diametros das particulas das

amostras em estudo de acordo com os indices de distribuicdo de tamanho de
particula D10, D50 e D90 obtidos a partir das Figuras entre a 56 a 59.

Tabela 25 - Diametros das particulas das amostras de acordo com os indices de

distribuigéo.
Amostras D(0%)  D(50%) D (90 %)
Cy 45 79 175
Fy 30 189 275
HC 32 58 109
HF 30 54 109
HJCoF Sy 35 68 162
HCoF Sy 20 37 68
HCoF Sy, 27 60 130
HCOFSy; 26 41 72
HJFeFSy 38 66 134
HFeF Sy 144 205 299
HFeF Sy, 93 133 214
HFeFSys 36 62 124

Com base nas Figuras, 56-59 e os valores reportados na Tabela 25,

observa-se que,

entre 0s compositos

hibrid

0s sintetizados com a

CoFe204@SiO2 o compadsito hibrido que apresentou distribuicdo mais estreita
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foi o HCoFSys. E entre os compdésitos hibridos sintetizados com a FesOs@SiO2
pode-se observar uma distribuicdo mais estreita para os compdsitos hibridos
HFeFSy1, HFeFSy2. Além disso, o didmetro médio das particulas dos
compositos hibridos sintetizados com a Fe3sO4@SiO2 apresentaram-se maiores
que os compoésitos produzidos com a CoFe204@SiO2, visto que os hiridos e
compdésitos hibridos sintetizados com as NPM’s de Fe304 s&do mais esponjosos
devido a sintese ter sido usada a glicina como combustivel o que corrobora
com os resultados de tamanho de cristalito do pico de maior intensidade,
evidenciados nos difratogramas de DRX, distribuicdo granulométrica e analise
morfolégica reportados anteriormente e discutidos de forma particular nos
resultados de cada analise.

De acordo com Conz et al., 2010 e Maia et al., 2010 o comportamento
do material de enxerto particulado depende, em parte, do tamanho das
particulas e da sua distribuicdo granulométrica. A area da superficie disponivel
para reagir com células e fluido biolégico é diretamente proporcional ao cubo
do tamanho da particula do biomaterial. Uma variagao estreita no tamanho das
particulas é crucial para a promogao da diferenciacdo celular através do
material de enxerto, permitindo assim uma vascularizagado adequada.

Em contrapartida, a grande variagdo no tamanho entre as particulas
tende a ndo deixar espaco residual, obstruindo a passagem de células e vasos,
dificultando a reparagcdo. Por outro lado, a pequena variagdo entre as
particulas, promove uma maior reabsor¢do com a diminui¢do do tamanho das
particulas e com o aumento da area superficial especifica. Se materiais de
composi¢cao quimica idéntica forem considerados, o material com particulas
maiores permanecera mais tempo no local implantado. Dessa forma, o
tamanho das particulas, sua forma e a aspereza da superficie também podem

afetar a adesao e a proliferacao celular sobre o material.
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4.2.5 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As Figuras 60a e 60b ilustram as morfologias referente aos hibridos Cy
e Fy. Para a morfologia do hibrido Cy, Figura 60a, observa-se a distribuigcdo de
aglomerados de tamanho irregular e inferior a 10 um. Esses aglomerados séo
constituidos por particulas pequenas que estéo interconectadas por interagdes
fracas (particulas n&do apresentam pré sinterizadas, ou seja, formagao de
pescoco interparticula). Resultado que foi observado no MEV referentes as
NPM’s de CoFe204, dispostos na Figura 46. Estes aglomerados apresentam
baixa porosidade interparticula e observa-se a formacdo de poucos poros
distribuidos em toda a amostra.

Para a micrografia da Figura 60b, referente ao hibrido Fy, observa-se a
formacgao de aglomerados esponjosos de formato irregular e tamanho maiores
e menores a 10 ym como reportado no MEV da Figura 40, esses aglomerados
estdo interconectados a particulas pequenas, nos quais estes se encontram na

forma de novelos do farmaco.

p p
2 | ol LT
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Figura 60 - MEV do hibrido: (a) Cy e (b) Fy.

A Figura 61a e 61b exibe a morfologia dos compdsitos hibridos HC e
HF. Pode-se observar na Figura 61a, aglomerados na forma de novelos
constituidos por particulas pequenas na forma hexagonal que estédo
interconectadas, havendo a formagao de pescoco interparticula. Na morfologia
da Figura 61b, observa-se uma distribuicdo mais larga de aglomerados de
formato irregular e na forma de novelos. Ambos os compdsitos apresentam

pouca porosidade inter particula.
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Figura 61 - MEV dos compdsitos hibridos: (a) HC (b) HF.

Por meio da Figura 62 pode-se observar os MEV’s dos compdsitos
hibridos: HJCoFSy1; HCoFSy1; HCoFSy2 e HCoFSys. Na Figura 62a para o
composito hibrido HJCoFSy1 observa-se a presenga de aglomerados de
tamanho irregular na forma de novelos e hexagonais bem conectados com
pouca porosidade inter particula. Na Figura 62, para os compodsitos hibridos
HCoFSy1, observa-se de forma geral a presenca de aglomerados na forma de
placa, ou agulha tipica da hidroxiapatita calcinada e aglomerados de formato

de novelos de tamanho e formato irregular.
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Figura 62 - MEV dos compdsitos hibridos: HICoFSy1; HCoFSy+; HCoF Sy, e HCoF Sys,
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A figura 63 exibe as micrografias dos compdsitos hibridos (a)
HJFeFSy1, (b)HFeFSy1, (c) HFeFSy. e (d) HFeFSys.

Observa-se de modo geral, a formagéo de aglomerados esponjosos de
formato irregular e tamanho maiores que 10 um. Esse comportamento é tipico
de materiais formados com glicina (Fe3O4) que durante o processo de sintese

de combustédo apresenta maior liberagdo dos gases.

A ) N m
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Figura 63 - MEV dos compositos hibridos: (a) HJFeFSy, (b) HFeFSy4, (c) HFeFSy, e
(d) HFeF Sys.

A presenca de poros presentes nas amostras sao importantes para
aplicagdes biomédicas ortopédicas, pois favorece a adesao entre o tecido
0sseo neoformado e a hidroxiapatita sintética, ou seja, osseointegracédo. Uma
vez que, como reportado anteriormente a hidroxiapatita promove um aumento
da regeneracado 6ssea ao redor de implantes, onde a mineralizagao inicia-se
pela dissolugdo de ions calcio e fosfato. Ao mesmo tempo, a hidroxiapatita
mantém a estrutura de suporte, como arcabouco, para os osteoblastos e para a

adesao do osso (Conz et al., 2010 e Maia et al., 2010).



153

4.2.7 Medidas Magnéticas

Nas Figuras, de 64 a 67 ilustra-se o comportamento da magnetizagéo
(M) em fungdo do campo magnético aplicado (H) por meio do lago de histerese
para os hibridos Cy e Fy; Para os compésitos hibridos HC, HF; HJCoFSyq;
HCoFSy1; HCoFSy2 e HCoFSys e HJFeFSy1, HFeFSy1, HFeFSy2 e HFeFSys.
Todas as amostras foram feitas em triplicatas e apresentaram curvas
sobrepostas, ou praticamente sobrepostas.

Podemos observar, de forma geral, para todas as histeres, um
comportamento tipico de materiais ferrimagnéticos, com formagédo de um lago
(curva) de histerese bem definido, conforme reportado na Figura 49a e 49b.

Entretanto, a diferenga entre essas duas NPM’s esta no tipo de material
magnético. A magnetita (FesO4) € um material magnético mole a ferrita de
CoFe204 € um material magnético duro “hard” que magnetiza e desmagnetiza
apresentando um ciclo mais largo de histerese magnética. Assim, os
compositos obtidos com cada NPM’s apresenta as mesmas caracteristicas

magnéticas das NPM’s hibridizadas.
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Figura 64 - Curvas de histerese do hibrido: (a) Cy (b) Fy.
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Figura 67 - Curvas de histerese dos compdsitos hibridos: HJFeFSy:, HFeFSys,
HFeFSy, e HFeFSys,

Todos os parametros magnéticos (magnetizacdo de saturagido-Ms,

magnetizagdo remanente - Mr, campo coercivo — Hc) determinados a partir da

curva de M x H (magnetizagdo em fungdo do campo aplicado) estdo descritos

para todas as amostras na Tabela 26.
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Tabela 26 - Parametros magnéticos referentes para para os hibridos Cy e Fy; Para os
compésitos hibridos HC, HF; HJCoFSy; HCoFSy+; HCoFSy, e HCoFSys e HJFeF Sy,
HFeFSy:, HFeFSy; e HFeFSys.

Amostra Ms (emu/g) Mg (emu/g) Hc (G) MriMs
Cy 30,00 11,00 1216,00 3,67
Fy 32,90 7,013 260,32 0,21
HCoFSyss 9,65 3,715 1253,73 0,38
HCoFSy2s 12,84 4,832 1219,75 0,38
HCoFSyss 17,39 6,533 1224,98 0,37
HC, 13,00 4,830 1219,70 0,381
HF; 12,81 2,937 256,47 0,23
HFeFSys 9,74 2,148 257,34 0,22
HFeFSy2s 18,90 4,200 254,00 0,22
HFeFeSy3s 27,70 6,000 253,00 0,22
HJCoFSys 7,93 2,980 1250 0,40
HJFeFSys 12,00 2,730 252 0,23

Por meio da Tabela 26, observa-se que a reagdo de combustido
apresenta-se como uma técnica eficiente para produgcdo de NPM’s
reprodutiveis, n&o havendo alteragdes significativas na magnetizacao
apresentando assim, altos valores de magnetizagdo de saturagdo o que é
adequado para aplicagao desses compésitos como carreador de farmaco
magnético no tratamento da osteomielite.

Em relagdo aos compdésitos hibridos, Cy, Fy e HC e HF observa-se que
a magnetizacado de saturacdo se manteve praticamente a mesma, sem
nenhuma diferenga significativa na magnetizacdo em relacdo as NPM’s
empregadas.

Ao comparar-se os valores de magnetizacdo de saturagdo (Ms), das
amostras HCoFSy e HFeFSy nas concentragdes de 70:30, 50:50 e 30:70 HAp:
NPM’'s@SiO2, observa-se que, quanto maior a quantidade de NPM’s maiores
também os valores de Ms.

Em relagdo as medidas magnéticas observou-se que a reagao de
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combustao apresentou-se como uma técnica eficiente para produgao de NPM’s
reprodutiveis. Em que, observou-se de forma geral, altos valores de
magnetizacdo de saturagdo o que €& adequado para aplicagdo desses
compaositos como carreador de farmaco no tratamento da osteomielite.

Ao comparar-se os valores de magnetizagcao de saturagao (Ms), das
amostras HCoFSy e HFeFSy nas concentragbes de 70:30, 50:50 e 30:70
HAp:NPM’s@SiO2, observou-se que, quanto maior a quantidade de NPM'’s
maiores também os valores de Ms. Entretanto, mesmo na maior concentragao
HAp:NPM’'s@SiO2 foi possivel obter-se hidroxiapatita magnética que

apresentou propriedades inerentes a HAp de osteocondugao e osteointegragao

4.3 Etapa lll - Citotoxicidade e liberacao de farmaco nos compdésitos
hibridos (carreadores de farmaco).

4.3.1 Procedimento /In Vitro — Citotoxicidade

Os ensaios de citotoxicidade das NPM’s de Fe30O4, CoFe204, dos hibridos
Fes04@SiO2 e CoFe204@SiO2 e da hidroxiapatita (HAp) sintetizada no
LaBSmaC, foram realizados no Laboratério Biosintesis P&D do Brasil LTDA em
Sao Paulo — SP de acordo com a parceria estabelecida com a Empresa JHS
Laboratorio Quimico LTDA (JHS Biomateriais).

As NPM’s de Fes304, CoFe20s4 dos hibridos FesOs@SiO2 e
CoFe204@SiO2 e da hidroxiapatita (HAp) foram utilizadas (80 mg) de cada
amostra para preparar um extrato de Polietileno de alta densidade (PEAD)-
(CN), na concentracédo de 200 mg/mL, substancia de referéncia para o ensaio
de citotoxicidade. Como controle positivo foi utilizado o Latex natural - (CP) e
preparado um extrato na concentragdo de 200 mg/mL. Os extratos foram
preparados de acordo com o POP_TEC 002 — Preparacao dos Extratos e
expostos a Cell Hamster Ovary. Linhagem de células utilizada para o ensaio de
Citotoxicidade para determinacdo da viabilidade celular, conforme pode-se
observar nas Figuras 68, 69 e 70.

Na Figura 68 e Tabela 27, pode-se observar o resultado da
hidroxiapatita em estudo quanto a sua viabilidade celular quando exposta a
células de ovario de hamster chinés de linhagem CHO-K1 (ATCC CCL-61),
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uma vez que a citotoxicidade de uma amostra é determinada pela porcentagem
de células que permanecem viaveis, apds a exposi¢cao da populagao celular a
diversas concentragdes do extrato da substancia teste (amostra analisada) a

hidroxiapatita (HAp) n&o é citotéxica e a viabilidade celular é superior a 70%.
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Figura 68 — viabilidade celular obtidos do extrato 100% das substancias de referéncia
(CN — PEAD e CP — Latex natural) e hidroxiapatita.

De acordo com o resultado obtido exposto na Figura 68 e Tabela 27,
observa-se que, a hidroxiapatita sintetizada no LaBSmaC-UFCG utilizada para
obtencédo dos compésitos hibridos (carreadores de farmaco), apresenta-se nao

citotdxica, com viabilidade celular de 89,7 %.

Tabela 27 - Valores de viabilidade celular e do desvio padrdo das substancias de
referéncia (CN — PEAD e CP — Latex natural) e hidroxiapatita.

Grupo Viabilidade
Celular (%)
CN (PEAD) 100,40
(Latex natural)-CP 2.40
Hidroxiapatita 89,7134

Na Figura 69 e Tabela 28, apresenta-se a viabilidade celular das NPM'’s
de de CoFe204 (CoF) e do hibrido CoFe204@SiO2 (CoFS) em relagcdo ao
(PEAD)- CN e (Latex natural) -CP. Pode-se observar que, tanto as NPM’s de
CoFe204 (CoF) quanto o hibrido CoFe204@SiO2 (CoFS) apresenta viabilidade
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celular superior a 70 %.
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Figura 69 - Viabilidade celular e desvio padrao das substancias de referéncia (CN —
PEAD e CP - Latex natural) e das NPM's de CoFe;Os (CoF) e do hibridos
CoFe20.@SiO (CoFS).

Na Tabela 28, observa-se que o revestimento com TEOS, APTS resulta
na formagdo do core-shell ou hibrido CoFe204@SiO2 (CoFS), que aumenta
ainda mais a viabilidade celular e torna o hibrido com caracteristicas ainda
menos citotoxica, uma vez que a silica (SiO2) reveste o nucleo magnético,
diminui a tens&o superficial das cargas, diminuindo a aglomeragéo/oxidagao e
cria pontos de conjugacgao bidlogica, sitios ativos —NHz2, para conjugagao com

farmaco e biomoléculas.

Tabela 28 - Valores de viabilidade celular e do desvio padrdo das substéncias de
referéncia (CN — PEAD e CP — Latex natural) e das NPM’s de de CoFe;0, (CoF) e dos
hibridos CoFe204@SiO2 (CoFS).

Grupo Viabilidade
Celular (%)
CN (PEAD) 100,40
(Latex natural) 2.40
CoF 75,3 + 3.4
CoFs 106,4 + 4,6

Na Figura 70 sdo expostas a viabilidade celular das NPM'’s de Fe304

(FeF) e do hibrido FesO4@SiO2 (FeF), as quais observa-se que, a viabilidade
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celular foi superior a 70% e que apresentam caracteristicas menos citotéxica as
NPM'’s e hibridos formados com a CoFe204. O que justifica o fato de que entre
as NPM’s a Fe304 € mais utilizada para aplicagcdo na medicina, como reportado

em secgoes anteriores na revisdo da literatura.
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Figura 70 - Viabilidade celular e do desvio padrao das substancias de referéncia (CN —
PEAD e CP — Latex natural) e das NPM’s de de Fe304 (FeF), e do hibrido Fe;0.@SiO-
(FeFs).

Na Tabela 29, observa-se que, tanto as NPM’s de Fes3O4 (FeF), quanto
o hibrido FesO4@SiO2 (FeF), apresentaram viabilidade celular superior a 70 %
e que, o revestimento com a SiOz torna o hibrido com caracteristicas ainda
mais promissoras para aplicacdo como carreadores de farmaco no tratamento

da osteomielite, como discutido para os resultados da Tabela 28.

Tabela 29 - Valores de viabilidade celular e do desvio padrdao das substancias de
referéncia (CN — PEAD e CP — Latex natural) e das NPM’'s de de Fes0O4 (FeF), e do
hibrido Fe3;04.@SiO; (FeFs).

Grupo Viabilidade
Celular (%)
CN (PEAD) 107.6
(Latex natural) 1,800
FeF 114,0+5,1
FeFs 119,616,4

O ensaio de citotoxicidade dos compdsitos hibridos (carreadores de

farmaco) por sua vez, foi realizado no Laboratério de Imunologia Celular &
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Bioquimica de fungos e protozoarios (LICBfp) da Universidade Federal de S&o
Paulo no Campus de Diadema como descritos a seguir.

Os testes de citotoxicidade foram realizados a fim de avaliar se as
substancias apresentam comportamento citotoxico. E um teste onde células
sao expostas a substancias quimicas podendo-se obter taxa de morte celular
(apoptose) ou taxa de viabilidade celular e prever o potencial téxico in vivo
(OECD 129, 2010; OECD 194, 2014). Este teste, permite averiguar os efeitos
téxicos ou anti-proliferativos da amostra teste em culturas celulares. O NR é um
corante neutral red vital, responsavel por incorporar o corante nas amostras,
assim quanto mais intensa a cor na leitura da absorbancia maior a viabilidade
celular e menor a toxicidade (OECD 129, 2010).

Em conformidade com a ISO 10993-5 (2009) aplicada a biomateriais, a
biocompatibilidade e seguranga do produto aplicado devem ser testadas. Com
relagdo ao teste de citotoxicidade indireta, o limite maximo para o material ser
considerado seguro é de 70 % de viabilidade celular.

Ao analisarmos o perfil citotoxico do solvente (PVA a 20%) empregado,
o qual foi utilizado por propiciar a capacidade de dispersar as amostras que por
sua natureza nao sao soluveis nos solventes usualmente empregados nos
ensaios de cultura celular como etanol ou DMSO (OECD 129, 2010), foi
possivel notar que na concentragdo de 0,2 mg/mL o solvente apresentou
citotoxicidade. Na concentragdo de 0,05 mg/mL a viabilidade celular
apresentou-se superior a 100%. Sendo que, em concentragdes inferiores a 0,1
mg/mL o PVA a 20 % é considerado seguro, por apresentar viabilidade celular

igual e/ou superior a 70%, como pode-se observar na Figura 71.
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Figura 71 - Avaliacio da citotoxicidade do solvente.
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As Figuras 72 a 82 apresentam o perfil citétoxico dos compdsitos
hibridos (carreadores de farmaco), avaliados nas concentragcdes de 0 a 10
mg/mL, por meio dos quais pode-se observar que a concentragado segura, na
qual a viabilidade celular foi superior a 70 % foi de 0,312 mg/mL para os
compositos hibridos HFeFSy1, HFeFSyz2, Fy, HICoFSy1 e de 0,156 mg/mL para
o compésito HCoFSy1. Na Figura 71, foi possivel observar que, o solvente PVA
a 20%, utilizado como solvente para dispersar os compoésitos hibridos
apresentou-se citétoxico para uma concentragao 0,2 mg/mL e provavelmente
influenciou na viabilidade celular dos compdsitos hibridos (carreadores de
farmaco). Outro fator, que deve-se levar em consideragdo é a falta de
dispersdo dos compositos hibridos (carreadores) no solvente, para
concentracbes mais elevadas é o fato de que, os compdsitos hibridos
(carreadores) n&o terem sido esterilizados antes dos ensaios de citotoxidade, in
vitro. Visto que, como apresentados anteriormente, as NPM’s de FesOs4,
CoFe204, dos hibridos Fe3Os@SiO2 e CoFe20:4@SiO2 e a hidroxiapatita,
utilizadas como precursoras dos compositos hibridos (carreadores) nao
apresentaram-se citotoxicas, como descrito em resultados anteriores. Dessa
forma, todos esses fatores devem ser levados em consideracdo e novos
ensaios de citotoxidade devem ser realizados de acordo com a otimizacao dos
carreadores de farmaco descritos de forma detalhada como sugestdo de

trabalhos futuros, detalhado na segéo 6.
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Figura 72 - Avaliagéo da citotoxicidade das amostras HFeFSy;.
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viabilidade celular (%)
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Figura 73 - Avaliagao da citotoxicidade da amostra HFeFSya.
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Figura 74 - Avaliagao da citotoxicidade da amostra HFeFSys.
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HJFeFSy
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Figura 75 - Avaliagao da citotoxicidade da amostra HJFeF Sys.
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Figura 76 - Avaliagdo da citotoxicidade das amostras Fy
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Figura 77 - Avaliacdo da citotoxicidade da amostra Cy
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Figura 78 - Avaliacao da citotoxicidade da amostra HF.
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Figura 79 - Avaliagao da citotoxicidade das amostras HCoF Sy2.
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Figura 80 - Avaliacdo da citotoxicidade da amostra HCoF Sys.
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Figura 81 - Avaliacao da citotoxicidade da amostra HJCoF Sy;.
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Figura 82 - Avaliacao da citotoxicidade da amostra HCoF Sy;.

Por meio dos resultados obtidos, e em conformidade com a OECD 129
(2010) aplicada a avaliacdo da citotoxicidade de substéncias quimicas, é
possivel pré determinar a DL50 (concentragdo capaz de matar 50 % dos
animais testados) utilizando um método in vitro, poupando dessa forma animais
e estando em consonancia com as diretrizes atuais de redugao de animais na
pesquisa de novos medicamentos.

A IC50 permite o calculo da DL50, dessa forma, inferindo quais

concentragcbes devem ser empregadas nos testes toxicolégicos como
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toxicidade aguda e cronica. Ainda com relacdo ao teste de citotoxicidade, o

limite maximo considerado seguro para o material ser aplicado em formulagdées

€ de 90 % de viabilidade celular, ou seja a IC10 (s6é mata 10% das células). Os

testes utilizando-se células CHO verificaram que para as amostras HF,

HCoFSy2 e HICoF Sy ndo foi possivel determinar a IC50 para as concentragdes

testadas. Ja para as amostras HCoFSys, HCoFSys;, Cy e Fy tal valor foi

determinado. Na Tabela 27 apresenta-se os valores referentes a IC50 e
referentes a IC10 e DL50.

Tabela 30 - Valores referentes a IC50 (concentragdo que mata 50% das células) e
referentes a IC10 (concentragdo que mata 10% das células) e DL50 (a concentragédo
que mata 50 % dos animais).

Amostras IC50 (mg/mL) IC10 (mg/mL) DL 50 (mg/Kg)
HCoF Sy, 0,514+0,093 0,107+0,037 1077,651357

Cy 0,232+0,033 0,001+0,001 801,6070542
HJCoF Sy, nd* 0,427+0,141 nd*
HCoFSys 0,145+0,337 0,017+0,018 673,0214359
HCoF Sy2 nd* 0,084+0,120 nd*

HF nd* 0,010+0,014 nd*

Fy 2,473+0,164 0,986+0,094 1933,211506
HJFeF Sy, 0,451+0,050 0,261+0,094 1026,48752
HFeF Sy 1,016+2,326 0,019+0,019 1388,559389
HFeF Sy, nd* 0,373+0,102 nd*
HFeFSy; nd* 0,010+0,018 nd*
Solvente 0,134 £0,010 0,081+0,023

653,5562693

nd* - ndo determinado

Contudo, para o calculo da DL50 para essas amostras substitui-se os

valores de IC50 na seguinte equacgao:

log LD50 (mmol/kg) =0.439 log IC50 (mM )+ 0.621 (ICCVAM,2006a)

(8)

Como trata-se de compdsitos (carreadores), que apresentam até quatro

componentes (sistemas complexos), a viabilidade celular foi analizada em
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termos de concentragcdo em mg/mL, assim no intituito de pré-determinar a
DL50 foi utilizada a equacao indicada para misturas e substancias com peso
molecular desconhecido, descrita a seguir.

log DL50 (mgkg) = 0,372 log IC50 (mg/mL) + 2,024 (9)

Como a equagao utiliza a IC50 determinada no ensaio de
citotoxicidade, s6 foi possivel pré-determinar a DL50 das amostras que
efetivamente apresentaram essa informacgao. De qualquer forma, como a IC10,
considera a concentragao segura para ser adicionada a substancias ativas, ja é
possivel avaliar se a amostra sera passivel de utilizagao.

Na Figura 83, sdo evidenciadas placas com o corante neutral red, onde
observa-se que, a elevagao da viabilidade celular esta relacionada com a baixa
dispersdo das amostras no meio, fato visualizado na figura 83 (E seta). Ou
seja, a medida que aumentou-se a concentragdo das amostras em estudo,
ocasionou uma diminui¢gdo na viabilidade celular como pode-se observar por

meio das curvas.

(d) (e)

Figura 83 - Placas com o corante neutral red.
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4.3.2 Liberacao de farmaco nos hibridos e compdsitos hibridos
(carreadores de farmaco).

A quantidade maxima de ciprofloxacino (ciproflonax) que devera ser
liberada em cada hibrido e compdsito hibrido, (carreador), esta relacionada a
massa usada inicialmente em cada composi¢ao, pode-se determinar a massa
de farmaco que devera ser liberada através de um balango de massa. Para
tanto, um volume de 100 mL de solucéo isotdnica foi utilizada para dissolver 0,2
g dos hibridos e compdésito hibridos (carreadores) deverao liberar uma massa
de 0,0182 g de farmaco. Para um volume de 400 mL de solugéo isoténica e 0,8
g de composito hibrido devera liberar uma massa de 0,0730 g do farmaco
ciproflonax.

A eficiéncia da conjugagdo do ciprofloxacino (ciproflonax) foi
determinada via método indireto, direto e a massa (conteudo) do farmaco no
carreador foi determinado. O método indireto envolve a analise do farmaco
intacto residual na solugdo (medicamento livre) determinado por meio de
leituras das absorbancias realizadas em espectrofotdmetro Bel Photonics 2000
UV, na regiéo do ultra visivel no comprimento de onda maximo de 275 nm. Este
comprimento foi determinado apdés um scanner da solugdo do farmaco entre
210 a 300 nm de fluorescéncia a 480 nm, conforme detalhado no apéndice H.

A eficiéncia de conjugacéo foi calculada utilizando a Equagéao (10):

m y (inicial) - my (livre) x100

Eficiéncia de conjugacdo % =

(10)

my (inicial)
my (inicial) = massa do farmaco alimentada (inicial), usada na conjugacao do

hibrido e compdsito hibrido

my (livre) = massa do farmaco total inicial — massa do farmaco liberada no

sobrenadante

No método direto, a eficiéncia de conjugacao foi determinada para os
hibridos e compdsitos hibridos conjugados com ciprofloxacino usando a

Equacéo (11):

Eficiéncia de conjugagdo % = my (conjugado) <100

(11)

my (inicial)

A fim de evitar o efeito da presenga de nanoparticulas magnéticas
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hibridizadas de Fe3sO4@SiO2 e CoFe204@SiO2 e da hidroxiapatita a quantidade
de farmaco conjugado nos hibridos e compdsitos hibridos foi calculado a partir
da absorcao da dispersdo. Além disso, os resultados obtidos pelo método
direto foram usados para calcular a extensdo do conteudo de farmaco no

transportador que é definido de acordo com a Equacgao 12:

m y (conjugado ) x100

Conteudo de farmaco % = (12)

m y( totaldo carreador)

Os calculos detalhados, da eficiéncia da conjugagcdo do farmaco
ciprofloxacino (ciproflonax), de acordo com os métodos indireto, direto e o
conteudo de farmaco presente em cada hibrido e compésito hibrido no tempo
maximo de liberagdo do farmaco se encontra no Apéndice G.

A Figura 84, esboga o perfil cinético de liberagdo da ciprofloxacino
(ciproflonax), e na Tabela 31, sdo expressos o tempo de liberagdo maxima e a

massa liberada nesse tempo dos hibridos Cy e Fy (carreadores).
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Figura 84 - Perfil cinético da liberacdo do farmaco ciproflonax adsorvido nos
compositos hibridos Cy e Fy.

O hibrido (carreador), Cy apresentou eficiéncia da conjugagdo da
ciprofloxacino (ciproflonax) no tempo maximo de 110 min de 75,82% de acordo
com os calculos estabelecidos nos métodos indireto e direto que determinam a
conjugacao do farmaco no carreador. O conteudo de farmaco presente no

carreador por sua vez foi de 6,9 %.
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O hibrido (carreador) Fy por sua vez, apresentou uma eficiéncia de
conjugagao também no tempo de 110 min de 78,57 % de acordo com os
métodos diretos e indiretos. A quantidade de ciprofloxacino (ciproflonax), no
carreador é de 7,15 %. Por meio desses resultados obtidos, pode-se observar
que, o carreador Fy obtidos com as nanoparticulas hibridizadas de
FesO4@SiO2 apresentou uma maior eficiéncia na conjugagao do farmaco e o
conteudo de farmaco ciprofloxacino (ciproflonax) superior ao carreador Cy

obtido com as nanoparticulas hibridizadas CoFe204@SiOz.

Tabela 31 - Dados da massa de farmaco dessorvido nos diferentes tempos de coleta
das amostras Cy e Fy.

Tempo (min) Massa (g) - Fy Massa (g) - Cy

0 0 0

5 0,0073 0,0141
10 0,0083 0,0135
30 0,0109 0,0147
50 0,0144 0,0127
70 0,0133 0,0147
90 0,0136 0,0142
110 0,0143 0,0138

A eficiéncia de conjugacéo e o conteudo (quantidade) do farmaco nos
carreadores, também foram determinadas por Sadighian et al., (2014) quando
desenvolveram carreadores magnéticos formados por nanoparticulas de
magnetita (FesOs) revestidas com o TEOS e APTES precursores da SiOz e
conjugaram com doxorrubicina, para aplicagdo como carreador de farmaco
anticancerigeno. E mediram a eficiéncia da conjugacdo do farmaco pelos
métodos diretos e indiretos. A eficiéncia da conjugacédo (%) foi calculada
indiretamente e foi de 54%, enquanto que, pelo método direto, o valor da
eficiéncia da conjugagcdo (%) foi de 42,4%. Essa diferenca pode estar

relacionada a presenga de alguns medicamentos vagamente adsorvidos, que
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estdo sendo removidos através de etapas de lavagem ou possibilidade de
degradacao de farmaco através do procedimento de conjugacao. O teor do
farmaco (%) no carreador também foi calculado e apresentou valor em torno de
13,2%. Considerando todos os resultados, os autores concluiram que o

carreador da doxorrubicina resultante é altamente promissor anticancerigeno.

Na Figura 85, pode-se observar o perfil cinético da liberacdo do
farmaco ciprofloxacino (ciproflonax), adsorvido nos compositos. Na Tabela 29,
sdo apresentados os valores da quantidade de farmaco expressos em gramas
dessorvido nos diferentes tempos de coleta das amostras HFeFSy1, HFeFSy2 e
HFeF Sys.

0,02 - HFeFSyr HFeFSy2 HFeFSy3
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Figura 85 - Perfil cinético da liberacdo do farmaco ciproflonax adsorvido nos
compositos hibridos HFeF Sy, HFeFSy, e HFeFSys.

Analisando o perfil cinético, dos compésitos hibridos e a quantidade de
ciprofloxacino (ciproflonax), dessorvido no tempo maximo de 110 min conforme
exposto na Tabela 32, para os compdsitos hibridos HFeFSyr HFeFSy2 e
HFeFSys, foi possivel determinar a eficiéncia da conjugacdo que, para o
compdésito hibrido HFeF Sy foi de 64,28% e o conteudo do farmaco presente no

carreador foi de 5,85 %. Para o carreador, HFeFSy2 a eficiéncia da conjugagao
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foi de 59,89 % quando o conteudo da ciprofloxacino no carreador foi de 5,45 %.
O carreador HFeFSys por sua vez, no mesmo tempo de 110 min apresentou
eficiéncia de conjugacao de 95,60 % e quantidade de farmaco (ciprofloxacino)
no carreador de 8,7 %.

Os valores da quantidade de farmaco expresso em gramas dessorvido
nos diferentes tempos de coleta das amostras HFeFSy1, HFeFSy2 e HFeFSys

encontram-se listados na Tabela 32.

Tabela 32 - Dados da massa de farmaco dessorvido nos diferentes tempos de coleta
nos compositos hibridos HFeFSy1, HFeF Sy, e HFeFSys.

Tompo i) Yot o
0 0 0 0
5 0,017 0,0130 0,0062
10 0,0142 0,0137 0,0094
30 0,0144 0,0136 0,0119
50 0,0147 0,0151 0,0137
70 0,0115 0,0137 -
90 0,0156 0,0149 0,0180
110 0,017 0,0109 0,0174

Na Figura 86, apresenta-se o perfil cinético da liberagdo do farmaco
ciprofloxacino (ciproflonax) adsorvido e na Tabela 30, apresenta-se a massa de
farmaco dessorvido nos diferentes tempos de coleta das amostras HCoFSy1,
HCoFSy2, HCoF Sys.
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Figura 86 - Perfil cinético da liberagdo do farmaco ciproflonax adsorvido nos
compésitos hibridos HCoFSy4, HCoFSy,, HCoF Sys.

Baseando-se no tempo maximo de dessorgdao maxima de 50 min
observada na Tabela 33, e o perfil cinético da Figura 86, foi possivel determinar
a eficiéncia da conjugacédo da ciprofloxacino (ciproflonax) nos compdsitos
hibridos (carreadores). O compésito hibrido (carreador) HCoFSy1 apresentou
36,26 % de conjugacao e uma quantidade de farmaco de 3,3 % no compdsito
hibrido (carreador). O compdsito hibrido (carreador) HCoFSy2, apresentou
eficiéncia de conjugacao de 57,14 % e quantidade de farmaco no compdsito de
52 %. O compdsito hibrido (carreador) HCoFSys, por sua vez apresentou
eficiéncia de conjugacéo de 97,25 % e quantidade de farmaco no carreador de
8,85 %.

Tabela 33 - Dados da massa de farmaco dessorvido nos diferentes tempos de coleta
das amostras HCoF Sy1, HCoF Sy, HCoF Sys.

Tompo (min) et oo
0 0 0 0
2 0,0071 0,0055 0,0160
5 0,0083 0,0054 0,0135

10 0,0078 0,0068 0,0145



15
20
30
40
50

0,0081
0,0078
0,0066

0,0070
0,0062
0,0069
0,0091
0,0104

0,0147
0,0182
0,0177
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O perfil cinético da liberagdo do farmaco ciprofloxacino (ciproflonax),

reporta os valores da quantidade de farmaco expressos em gramas nos

diferentes tempos de coleta das amostras dos compdésitos hibridos JHFeFSy1 e

JHCoFSy1 que foram obtidos com a hidroxiapatita da JHS Biomateriais (H-91)

na concentragdo de 70:30 de HAp:NPM's@SiOz2:y podem ser observados nas

Figuras 87 e 88, e a Tabela 34.

No que se refere a eficiéncia de conjugagao no tempo de 50 min para

os compositos hibridos (carreadores) designados por JHFeFSy1 e JHCOFSy1

pode-se determinar que a eficiéncia da conjugagdo da ciprofloxacino

(ciproflonax) no compdsito hibrido (carreador) JHFeFSy1 Figura 87, apresentou

eficiéncia de conjugagao de 21,66 %, enquanto que, o conteudo (quantidade)

de farmaco no carreador foi de 1,93 %.

(=)
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Figura 87 - Perfil cinético da liberagdo do farmaco ciprofloxacino (ciproflonax) no
compésito hibrido JHFeFSy.

O compdsito hibrido (carreador) designado por JHCoFSy1 por sua vez,
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cujo perfil cinético encontra-se na Figura 88, apresentou eficiéncia de 29,33 %
e quantidade de farmaco (ciprofloxacino) no carreador de 2,669 % no tempo

maximo de liberagao de 50 min.

——
O 007 _ JHCOFS’Yl
0,006 - o . .
v \
0,005 -
C
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& 0,003 -
=
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Figura 88 - Perfil cinético da liberagdo do farmaco ciprofloxacino (ciproflonax) no
composito hibrido JHCoFSys.

Tabela 34 - Dados da massa de farmaco dessorvido nos diferentes tempos de coleta
das amostras JHFeFSy1 e JHCoFSys.

Massa (g) Massa (g)
Tempo (min)

JHFeF Sy, JHCOoF Sy,
0 0 0
2 0,002908 0,004833
5 0,003379 0,005201
10 0,003422 0,005252
15 0,003748 0,005611
20 0,003425 0,005754
30 0,003655 0,005825
40 0,004135 0,005833
50 0,00387 0,005338

Ao comparar-se os compositos hibridos (carreadores) HFeFSy1 e
HCoFSy1 obtidos com a hidroxiapatita sintetizada no LaBSmaC com os

compositos hibridos (carreadores) obtidos com a hidroxiapatita da JHS
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Biomateriais (H-91), na concentragdo de 70:30 de HAp:NPM's@SiOz2:y é
possivel observar que a eficiéncia da conjugacdo para o compdsito hibrido
HFeFSy1 foi de 42,62 % e o conteudo do farmaco presente no carreador foi
3,92 % superiores ao composito hibrido (carreador) JHFeFSy1 obtido com a
hidroxiapatita da JHS biomateriais. Onde, a liberagdo do farmaco no carreador
HFeFSy1 foi mais lenta (110 min) quando comparada a liberagdo no carreador
JHFeFSy1 (50 min). A curva de calibragdo do farmaco nos compdsitos hibridos,
(carreadores), encontra-se apéndice G.

Em relagdo aos compdsitos hibridos (carreadores), o compdsito hibrido
HCoF Syt apresentou 6,93 % de eficiéncia na conjugagdo e uma quantidade de
farmaco de 0,631 % superiores ao compdésito hibrido (carreador) obtido com a
hidroxiapatita da JHS Biomateriais e denominado de JHCoOFSy1. Onde, a
liberagdo do farmaco no carreador HCoFSy1 ocorreu de forma mais rapida (30
min) comparada a liberagédo no carreador JHCoFSy1 (50 min).

Os compésitos hibridos HC e HF nao foram submetidos a testes de
liberagdo por nado apresentarem o farmaco, sendo constituidos apenas de
hidroxiapatita e NPM'’s hibridizadas Fe3sO4@SiO2 e CoFe204@SiO2. Na Tabela
36 sao evidenciados o perfil de dessor¢cao (liberagdo) do antibidtico
ciprofloxacino (ciproflonax) em carreadores de farmaco proposto para o

tratamento da osteomielite nesta tese.

4.3.2.1 Método Il - Insercao do farmaco ciproflonax (y) no compésito
hibrido HFeFSy2’

Com o objetivo de averiguar a eficiéncia da inser¢gdo do farmaco pelo
método Il, no compdsito hibrido HFeFSy2’. Na Figura 89, apresenta-se o perfil
cinético da liberacdo do farmaco ciproflonax adsorvido no compdsito hibrido
HFeFSy2’ e os valores da massa de farmaco nos diferentes tempos de coleta,

encontram-se listados na Tabela 35.
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Figura 89 - Perfil cinético da liberacdo do farmaco ciproflonax adsorvido no composito
hibrido HFeFSy>'.

Ao analisar-se o perfil cinético exposto na Figura 89, e a Tabela 35, foi
possivel determinar a eficiéncia de conjugagao segundo o método de insergao
Il da ciprofloxacino (ciproflonax) no compdsito hibrido (carreador), designado
por HFeFSy.’ cuja liberagdo ocorreu no tempo de 3000 min o que equivale a 50
horas ou cerca de 2 dias. Foi possivel calcular a eficiéncia de conjugagao do
composito hibrido HFeFSy,’ pelo método direto e indireto correspondeu a 88,46
% e uma quantidade de farmaco no carreador de 8,05 %. Foi observado nos
resultados anteriormente discutidos para o compdsito hibrido (carreador)
HFeFSy2 uma eficiéncia de conjugacgéo de 59,89 % e a quantidade de farmaco
de 5,45 %. A partir dos resultados obtidos, comparando os compdsitos hibridos
(carreadores) designados por HFeFSy, e HFeFSy,’, de acordo com os métodos |
e Il, na mesma composic¢ao observa-se que o método Il de obtencgao relativo ao
composito hibrido HFeFSy,” apresentou uma eficiéncia de conjugacgao de 28, 57
% e uma quantidade de farmaco de 2,6 % superiores a HFeFSy2. Sendo
portanto, altamente promissor para obtencdo de compdsitos hibridos
(carreadores), para o tratamento da osteomielite. Na Tabela 35, é reportado os
dados da massa de farmaco dessorvido nos diferentes tempos de coleta do
composito HFeFSy2'.

Tabela 35 - Dados da massa de farmaco dessorvido nos diferentes tempos de coleta
do compdsito HFeFSy,'.
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Tempo (min) Massa (g) - HFeFSy>’

0 0

5 0,0003
25 0,0005
45 0,0009
60 0,0012
120 0,0020
180 0,0038
240 0,0034
300 0,0034
420 0,0046
540 0,0080
720 0,0069
900 0,0067
1080 0,0098
1260 0,0099
1440 0,0085
1620 0,0085
1800 0,0099
2100 0,0147
2400 0,0121
2700 0,0143
3000 0,0161

Tabela 36 - Perfil de dessor¢cdo do antibidtico ciprofloxacino (ciproflonax) nos
carreadores de farmaco usados no tratamento da osteomielite.

Tempo de Pico maximo da .
. = Tempo de pico da
liberacao total massa (g) de - = .
Amostras - . - liberagao-(min)
(min) farmaco liberado
Cy 110 0,0147 30e70
Fy 110 0,0144 50
HC nd* nd* nd*
HF nd* nd* nd*
HJCoF Sy, 50 0,0058 40
HCoF Sy, 30 0,0083 3

HCoFSy; 50 0,0104 50
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HCoFSys 30 0,0182 20
HJFeFSy; 50 0,0041 40
HFeF Sy 110 0,0156 90
HFeF Sy, 110 0,0151 50
HFeFSy; 110 0,0180 90
HFeFSyz’ 3000 0,0161 300

nd* - ndo determinado

A hidroxiapatita € uma bioceramica cuja fungdo como enxerto 6sseo ja
vem sendo utilizada e apresenta biocompatibilidade e capacidade adsorvente
possibilitando a incorporagdo de moléculas biologicamente ativas em sua
estrutura, tais como o farmaco. Deste modo, destaca-se como potencial
carreador de farmaco Kleiner et al., (2014).

Os carreadores magnéticos biocompativeis obtidos com a hidroxiapatita
biologicamente ativa e as NPM'’s hibridizadas (core-shell) de Fe3Os@SiO2 e
CoFe204@SiO2 aliada as propriedades do antibidtico ciprofloxacino
(ciproflonax) visa tratar a infec¢ao liberando o antibiético no local infectado de
forma mais continua e prolongada e a hidroxiapatita absorvida que favorecga o
crescimento osteogénico e a reconstrugcdo Ossea para o preenchimento da
falha criada no osso acometido pela osteomielite. Para tanto, a sintese de
carreadores magnéticos serdo otimizados e estudos in vivo serao
desenvolvidos posteriormente como detalhado nas sugestdes de trabalhos

futuros.

5 CONCLUSOES

e Foram obtidas com sucesso as nanoparticulas magnéticas (NPM'’s) da
Fes3O4 por reagcdo de combustao em forno microondas e da CoFe204 por
reagcao de combustao em escala em escala piloto; a hidroxiapatita (HAp)
monofasica obtida pelo método de precipitagcdo e hibridos NPM's@SiO2
(core-shell) com caracteristicas estrututurais, morfolégicas e magnéticas
promissoras como materiais precursores na obtengcao carreadores do

farmaco ciprofloxacino.
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Foram feitos ensaios de citotoxicidade para as NPM’'s de Fe3Oa,
CoFe204 dos hibridos FesO4@SiO2 e CoFe204@SiO2 e da hidroxiapatita
(HAp) sintetizada no LaBSmaC. Observou-se que, para todas a
viabilidade celular foi superior a 70% e que, o revestimento das NPM’s
de Fes04, CoFe204 e obtencédo dos hibridos aumentaram ainda mais a
viabilidade celular e biocompatibidade das NPM’'s magnéticas sendo
promissoras para obtencdo de novos carreadores do farmaco
ciprofloxacino.

Obteve-se com sucesso os compositos hibridos (carreadores de farmaco
magnéticos) a base das NPM’s hibridas e da HAp comercial da JHS
Biomateriais e sintetizada no laboratério, com caracteristica cristalina e
nanoestrutural. Em que, os compodsitos hibridos apresentaram
propriedades estrututurais, morfolégicas e magnéticas promissoras para
uso como carreador de farmaco especificamente no tratamento da
osteomielite.

A biocompatibilidade dos compdsitos hibridos (carreadores de farmaco)
e do solvente foram avaliados, via estudos in vitro (citotoxidade).
Observou-se por meio do perfil citétoxico que a concentragdo segura, na
qual a viabilidade celular foi superior a 70 % foi de 0,312 mg/mL para os
compésitos hibridos HFeFSy1, HFeFSy2, HCoFSy1, HICoFSy1, Fy, e de
0,156 mg/mL para o compésito HCoFSy1.

Os compdsitos hibridos formados com FesO4@SiO2 e CoFe204@SiO2
apresentaram alta eficiéncia na conjugacao e liberagdo do farmaco
ciprofloxacino. Entretanto, os compésitos hibridos sintetizados com a
CoFe204 e a HAp comercial da JHS Biomateriais apresentaram liberagao
mais rapida, quando comparado aos compasito hibridos formados com a
FesO4 e HAp sintetizada no laboratério. Sendo que as HAP’s e NPM’s
eficazes para manter o antibiético no local, favorecendo o crescimento
osteogénico e a reconstrucdo éssea para o preenchimento da falha
criada no osso acometido pela osteomielite.

O método de insercdo Il do farmaco foi eficiente para a obtengao de
compositos hibridos e proporcionou uma liberagdo mais lenta do

farmaco no compdsito hibrido avaliado (HFeFSy2) em relagdo aos
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compositos hibridos avaliados de acordo com o método | de inser¢cao do
farmaco, sendo esse método mais viavel para obtencdo de novos
carreadores do antibiético ciprofloxacino no local infectado de forma
mais continua e prolongada para o tratamento da osteomielite.

Todas estas caracteristicas permitiram auxiliar no entendimento das
propriedades dos hibridos e compdésitos hibridos (carreadores de
farmaco) para que estes sejam otimizados com eficiéncia para o
desenvolvimento de um produto tecnoldgico, eficiente para aplicagao no

tratamento da osteomielite.

6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Por meio dos resultados obtidos nesta tese, pretende-se portanto em trabalhos

futuros:

Obter carreadores a base de hidroxiapatita (HAp) e do farmaco
(ciprofloxacino) para comparar aos carreadores magnéticos do farmaco
ciprofloxacino obtidos nessa tese e analizar o efeito da hidroxiapatita e
das NPM'’s como transportador (carreador) do farmaco no tratamento da

osteomielite.
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e Otimizar a obtengédo de novos carreadores do farmaco ciprofloxacino de
acordo com o método de inser¢do Il, mantendo fixa e/ou variando-se a
concentracdo do APTS de modo que, os novos carreadores apresentem
mais sitios ativos capazes de conjugar e liberar o antibiotico no local

infectado de forma mais continua, prolongada e eficiente.

e Avaliar o estagio da osteomielite (aguda, subaguda ou crbnica) e o
agente etiologico da doenca para avaliar a quantidade de farmaco que

deve ser conjugada, liberada, o tempo de tratamento para estudo in vivo.

e Avaliar outros farmacos, a exemplo da vancomicina no tratamento da

osteomielite.

e Realizar estudos de simulacao para entender a conjugac¢ao do farmaco e
como a hidroxiapatita se liga aos sitios ativos —NH2 das NPM’s

hibridizadas e as ligagdes dos carreadores do farmaco aos osteoblastos.

e Fazer o estudo in vitro dos novos carreadores antes e apos esterilizagao
por raios gama e realizar estudos in vivo, dos carreadores magnéticos
obtidos que apresentaram melhores propriedades estruturais,
morfologicas, de biocompatiilidade e conjugacgaol/liberacédo do farmaco

ciprofloxacino no tratamento da osteomielite.
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APENDICES

APENDICE A - Calculos Estequiométricos para a obtencdo da FesOs ou
FeFe204

Para determinar a quantidade em moles da glicina (C2HsNO2)
0 0

2[Fe+3(br03)3x9HZO + n[2x(+4)+5x(+1)+2x(-2)]=n [8+5-4]=9n =0

2[1x(+3)+9x(-2)] +9n =0

-30=-9n

n=-30/-9 =3,33 g
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Para determinagcdo da quantidade estequiométrica (em gramas) da
glicina e dos reagentes, multiplicou-se a quantidade (em mol), dos reagentes,
por suas respectivas massas moleculares.

* Para a glicina:
m=n x MA = 3,33 mol x 75,07 g/mol = 249,98/100 =2,49 g

» Para o nitrato de ferro = 2,0 mol x MA = 2,0 mol x 404,00 g/mol =
808,000/100 = 8,08 g

Para maior rendimento da reacgao utilizou-se 3 vezes a massa de cada
reagente, obtendo-se:

* Paraaglicina: m=249x3=7,5¢g

* Para o nitrato de ferro m = 8,08x 3= 24,24 g

Total de reagentes (nitrato + glicina) = 31,74 g

APENDICE B - Calculos Estequiométricos para a obtencdo da Ferrita de
Cobalto (CoFe204)

Os calculos feitos a seguir foram realizados para a obtengao da ferrita de
cobalto, férmula quimica CoFe204, com relagdo molar de 1:2:4 mols de
Co:Fe:O. Entdo, de acordo com a teoria dos propelentes e explosivos, o
carbono, hidrogénio, cobalto e ferro sdo considerados como elementos
redutores com as seguintes valéncias de 4%, 1, 2* e 3", respectivamente. O
oxigénio é considerado como elemento oxidante com valéncia de 2 e a
valéncia do nitrogénio ndo € considerada na reagao, devido o mesmo ser
eliminado como gases de combustdo e ndo como produto. A valéncia da uréia
€ 6.

Entao, tem-se como exemplo, o calculo estequiométrico para ureia:

1 [nitrato de cobalto] + 2 [nitrato de ferro] + uréia = 0
1 [Co(NO3)2.6H20] + 2 [Fe(NO3)3.9H20] = CO(NH2)2 n
1[(+2) +(6 x (-2)] + 2 [(+3) + 9 (-2)] = -n6
1[-10] + 2[-15] = -n6
-40 = -n6; n = 6,67 mols de ureia

Onde n é a quantidade de uréia em mols que se deseja encontrar e 6*
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corresponde a valéncia total da ureia de acordo com sua formula quimica
[C2HsNO2]. Podendo assim, determinar a quantidade estequiométrica (em
gramas) dos reagentes, multiplicando-se a quantidade (em moles), de cada
elemento pelo peso molar do seu respectivo reagente, como é apresentando a
sequir:
Nitrato de ferro: 2 x 327,58 = 655,16¢g
Nitrato de cobalto: 1 x 291,03 = 291,03 g
Uréia: 6,67 x 60,06 =404,31 g

Em seguida a mistura redox (reagente-oxidante e reagente-redutor na

estequiometria) foi transferida para os recipientes e submetida ao aquecimento.

APENDICE C - Calculo da quantidade em % de TEOS e APTS
e Para o TEOS temos:

== 3 mL de TEOS- 2,5 g de NPM’s

d TEOS= 0,934 g/mL

d=m/v — 0,934 g/mL =m/3 mL

m=2,802 g de TEOS

Determinando a % de TEOS nas NPM's temos:

2,5gde NPM's — 2,802 g de TEOS — 2,5 +2,802 g= 5,0302 g= 100%

5,0302 g -—— 100%
= | X=5570%

e Para o APTS temos:
e d=1,027 g/mL
== 4 mL de APTS- 4 g do hibrido
d=m/v — 1,027 g/mL =m/4 mL

m= 4,108 g de APTS
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Determinando a % de APTS nas NPM'’s temos:

4 g de NPM’'s @TEOS —> 4,108 g de APTS —» 4,0 +4,108 g= 8,108 g =

100%
8,108 g -— 100%

= | X=50,66%
4,108 g-——-X

APENDICE D - Valores de volume de poro (VP) e diametro de poro (DP)
das amostras

Para a (Cas(PO4)30H) - HJIHS

Ve= 0,044 cclg...mw.....0,44 cm3/g

R =19,049 A =1,909 nm===p Dp-2xR = 2x1,909 nm= 7,636 nm
Seer = 23,67 m%g™’

Para a (Cas(PO4)30OH) — HL

Vp=0,157cc/g..... mp...1,57 cm?/g =

R= 19,286 A =1,9286 nm === Dp=2xR=2x 1,9286 nm =3,8572 nm
Seer = 53,51 m%g™’

Para a (Cas(PO4)30H) — HLC

Vp = 0,088 cc/g...mmm.....0,88 cm?/g

R =14,707 A =1,4707 nm===p Dp-2xR = 2x1,4707 nm = 2,9414
Sger = 66,614 m?g’

Para o farmaco (y)

Vp =1,148 e cc/g... ammp-...0,1148 cm?g =0,01148 cm3/g = 1,148 cm?/g
R=3.448¢e' A=34,48 A= 3,448 nm === Dp-2xR = 2x34,48 A =68,96
Seer =1,080 m?g™

Para CoFe204(CoF)

Vp= 0,100 cc/g. se...1,00 cm?3/g

R= 15,516 A =1,5516 nm === Dp-2xR=2x15,516 A=31,032 A
SgeT = 36,423 m?g”’
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Para CoFe204revestida com o TEOS (CoFT).

Vp=0,077 cc/g..=mm.......0,77 cm3/g

R=18,743 A =1,8743 nm ===y Dp=2xR=2x1,8743 nm= 3,7486 nm
Seer =22,125 m?g’

Para CoFe204revestidas com o TEOS e APTS (CoFS).

Vp= 0,053 cC/Q. .cump-------0,53 cm3/g

R= 28,105 A =2,8105 nm === Dp-= 2xR=2x2,8105 nm=5,621 nm
Seet = 19,93 m?g™’

Para Fe304 (FeF)

Vp= 0,005 cc/g....mmm--...0,05 cm3/g

R=18,697 A =1,8697 nm === Dp-=2xR=2x1,8697 nm= 3,7394 nm
SgeT = 4,487 m?g™’

Para Fe3Osrevestida com o TEOS (FeFT).

Vp= 0,009 cc/g....mmm....0,1302 cm?/g

R=15,543 A =1,5543 nm === Dp=2xR=2x1,5543 =3,1086 nm
SeeT = 22,125 m?g"’

Para Fe3Osrevestida com o TEOS e APTS (FeFS).

Vp=0,023 cc/lg == 0,23 cm3/g=
R=14,757 A = 1,4757 nm === Dp-=2xR=2,9514 nm
Seet = 6,880 m?g™"

Para Cy

Vp=0,001 cc/g === 0,01 cm3/g

R=17,784 A =1,7784 nm === DP=2xR=3,5568 nm
Seet = 4,640 m3g’

Para Fy

Vp=0,003076 cc/g ==+ 0,03076 cm?/g

R=39,13 A =3,913 nm == DP=2x 3,913 nm =7,826 nm
Seet = 1,573 m?g™’

Para HC
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Vp= 0,014 cc/g == 0,14 cm?/g
R=16,842 A = 1,6842 nm === DP= 2x1,6842 nm= 3,3684 nm
Seet = 20,208 m?g"’

Para HF

Vp=0,008 cc/g == 0,08 cm?3/g

R=16,790 A =1,6790 nm ™= DP= 2x1,6790= 3,358 nm
Seer = 10,229 m?g"’

Para HJCoFSy;

Vp=0,004768 cc/g === 0,04768 cm3/g

R=22,36 A =2,236 nm === DP=2 x2,236=4,472 nm
SgeT = 4,265 m?g™’

Para HCoFSy;

Vp=0,003 cc/g=== 0,03 cm3/g

R=17,820 A= 1,7820 A==y DP=2x 1,7820=3,9845 nm
SgeT = 9,362 m?g™’

Para HCoFSy:

Vp=0,005 cc/g ===$0,05 cm?3/g

R=19,154 A =1,9154 nm === DP= 2x1,9154=3,8308 nm
Seet = 9,104 m?g"

Para HCoFSy;

Vp=0,005 cc/g === 0,05 cm3/g

R=19,141 A= 1,9141 nm === DP= 2x1,9141 nm=3,8282 nm.
Sget = 8,516 m?g™"

Para HJFeFSy:

Vp=0,0557 cc/g === 0,557 cm3/g

R=38,492 A = 3,8492 nm === DP= 2x 3,8492=7,6984 nm
Seet = 3,131 m?3g™!
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v' Para HFeFSy;
Vp=0,001 cc/g ==> 0,01 cm3/g
R= 17,722 A =1,7722 nm === DP=2x 1,7722 nm = 3,5444 nm
Seet = 6,017 m?g™’

v" Para HFeFSy;
Vp=0,002 === 0,02 cm?3/g
R=19,111 A =1,984 === DP=2x 1,984= 3,968 nm
Seet =4,953 m?g""

v' Para HFeFSy;
Vp=0,002 == 0,02 cm®/g
R=19,118 A = 1,9118 nm === 2x1,9118= 3,8236 nm
Seet =4,009 m?g"

APENDICE E- Determinagdo da area superficial (Dser) determinada por
Analise textural por adsorcao de nitrogénio - BET

Determinag&o da area superficial (Dger) determinada por Analise textural por

adsorcéo de nitrogénio - BET

A determinagcdo da area superficial foi determinada por meio da
equagao o tamanho médio de aglomerados de particulas (didmetro esférico
equivalente) por meio da Equacéao 6 (Reed,1996):

6

Dy =—— 6
BET SBET,p ( )
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Onde, Dger € o didametro médio equivalente (nm), Sger é area superficial
determinada pelo método BET (m?/g), p é densidade tedrica (g/cm?) e 6 € um
fator calculado experimentalmente e adotado para particulas de formato

consideradas esféricas e sem rugosidade.

A densidade tedrica (p) utilizada foi obtida de acordo com as fichas
cristalograficas do pacote de dados do programa da Shimadzu e do DIFRAC

EVA no caso especifico do farmaco e se encontram no Anexo IV.

A determinacdo da area superficial para as amostras revestidas com
TEOS e APTS, designadas por: CoFT, CoFS, FeFT e FeFS e os compdsitos
hibridos foram determinadas com base na (p) densidade experimental em
(g/cm3), devido a estas amostras serem complexas e formadas por varios

constituintes.
e Sabendo-se que 1 cmB3--—------ 106 m3

e 1nm--——-- 10° m Temos:

v' Para a (Cas(PO4)3sOH) - HJHS

v Densidade tedrica (p) = 3,155 (g/cm?)

6
Dy =——— (6)

Sper-P
DgeT = 6 = 80,34 nm

23,67 m2/gx 3,155 Q/cm3
v Para a (Cas(PO4)sOH) — HL

Densidade tedrica (p) = 3,155 (g/cm?3)



Dger = 6 = 35,54 nm

53, 51 mzlg\x 3,155 gigm3
v' Para a (Cas(PO4)3sOH) — HLC

Densidade tedrica (p) = 3,155 (g/cm?)
DgeT = 6 = 28,54 nm
66, 614 m?lg x 3,155'g/cm?

v' Para CoFe204 (CoF)

Densidade tedrica (p) = 5,274 (g/cm?3)
DBeT = 6 = 31,24 nm
36,42 m2/g\<< 5,274 Q&cm3

v' Para CoFe20srevestida com o TEOS (CoFT).
Densidade experimental (pexp) = 4,4455 (g/cm?3)

DgeT = 6 = 61,01 nm

22,12 m2/g\<< 4, 4455 gYme’

v' Para CoFez20srevestidas com o TEOS e APTS (CoFS).

Densidade experimental (pexp) = 5,773 (g/cm?)
DgeT = 6 = 52,15 nm
19,93 m2/g\< 5,773 gXme’
v Para Fe304 (FeF)
DgeT = 6 = 25521 nm
4,49 m?/g\x 5,236 glcm?

v Para FesOarevestida com o TEOS (FeFT).
Densidade experimental (pexp) = 4,4736 (g/cm?)
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Dger = 6 = 60,63 nm

22,12 m2}g x 4,4736 (j(cm3

v" Para FesOsrevestida com o TEOS e APTS (FeFS).

Densidade experimental (pexp) = 3,6069 (g/cm?)
Dget = 6 = 241,87 nm
6,88 mzlg\x 3,6069 g}(cm3

v' Para Cy
Densidade experimental (pexp) =3,9594

DgeT = 6 = 326,61 nm
4, 64 m?g x 3,9594'g/cm?®

v ParaFy

Densidade experimental (pexp) = 3,3147
DgeT = 6 = 152,99 nm
1,57 m?/g x 3,3147 glom®

v’ Para HC
Densidade experimental (pexp) = 3,4306

DgeT = 6 = 86,5nm
20,21 m2/gx 3,4306 g<cm3

v' Para HF
Densidade experimental (pexp) = 3,0159

Dget = 6 = 194,48 nm
10,23 m2}gx 3,0159 @;(cm3

v' Para HJCoFSy1
Densidade experimental (pexp) = 3,1493

Dger = 6 = 47,09 nm
4,26 m27g X 3,1493&/0m3

v" Para HCoFSy1
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Densidade experimental (pexp) =2,6328
DgeT = 6 = 366,30 nm
9,36 m?g x 1,75 glem?

v" Para HCoFSy2
Densidade experimental (pexp) = 3,1408

DgeT = 6 = 209,93 nm
9,10 m?/g\x 3,1408 g/gm?

v" Para HCoFSys
Densidade experimental (pexp) = 3,3205

DgeT = 6 = 212,08 nm

8,52 m?/g'x 3,3205 g/cm®

v" Para HJFeFSy1
Densidade experimental (pexp) = 3,0108

Dget = 6 = 636,94 nm

3,13 m?/g\x 3,0108g/cm?

v' Para FeFSy1
Densidade experimental (pexp) = 2,8647

DgeT = 6 = 348,02 nm
6,02 m2/g\< 2,86479/6@3

v' Para HFeFSy2
Densidade experimental (pexp) = 3,1240

DgeT = 6 = 388,09 nm
4,95 m2/§\x 3,1240\3/cm3

v' Para HFeFSys;
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Densidade experimental (pexp) = 3,2762
DgeT = 6 = 456,62 nm

4,01 m?/g'x 3,2762 glem?

APENDICE F - Curva de calibragdo do farmaco nos hibridos e compdsitos
hibridos (carreadores).

Por meio do balango de massa sabe-se que toda quantidade de farmaco
adsorvido na particula deve ser igual a quantidade dessorvida, uma vez que
nao foi gerado nenhuma substancia. A quantidade maxima de farmaco
adsorvido ocorrera se o tempo de dessorcao for suficiente e que as forgas de
ligacdo entre o absorbato e adsorvente ndo sejam tdo forte a ponto de a
dessor¢gao maxima ocorrer.

Conforme os valores referentes a quantidade massica de farmaco

especificada na Tabela 1, foi calculado a quantidade maxima de farmaco que
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devera ser liberada com relagdo as quantidades iniciais. Para um volume de
100 mL de solugéao isoténica e 0,2 g de compdsito, devera ser liberado uma
massa de 0,0182 g de farmaco. Para um volume de 400 mL de solugdo
isoténica e 0,8 g de compdsito devera ser liberada uma massa de 0,0730 g do
farmaco ciproflonax.

Para a curva de calibracdo do farmaco, uma quantidade de 0,05 g do
farmaco foi diluida em 250 mL da solugdo isotbnica, obtendo assim uma
solugdo de concentracdo 200 pg/mL. A partir desta solugdo foram feitas
diluicdes obtendo solugbes do farmaco nas seguintes concentragdes: 1,6
pg/mL; 2,4 yg/mL; 3,2 pg/mL; 4 pug/mL; 5,6 pg/mL; 6,4 pg/mL; 8 ug/mL; 10,4
pg/mL; 15 pg/mL. Essas concentragdes foram entdo utilizadas para a

construcao da curva de calibragdo do farmaco ciproflonax.

Curva de Calibracio do Ciproflonax
1,2 4

=

o
)

y =0,0662x+ 0,0192
RZ = 0,9866

Absorbéncia (nm)
(=]
)

o
i

2
o

0 |
0] 5

10 _ 15
Concentracao (ug/mL)

Pelo grafico da curva de calibragdo do farmaco foi possivel encontrar a
equacao da reta: y = 0,0662x + 0,0192. Onde y representa a absorbancia e x a
concentragcédo. O coeficiente angular € 0,0662 e o coeficiente lienar é 0,0192.
Podendo-se afirmar que nessa faixa linear aplica-se a lei de Lambert Beer.
Qualquer valor de absorbancia fora do intervalo estudado deve-se diluir a
solucdo liquida contendo o adsorbato para conseguir obter valores confiaveis
de absorbancia e consequentemente das concentracdes.

As leituras das absorbancias dessas concentragdes foram realizadas em
espectrofotometro Bel Photonics 2000 UV, na regidao do ultra visivel no
comprimento de onda maximo de 275 nm. Este comprimento foi determinado

apdés um scanner da solugao do farmaco entre 210 a 300 nm.
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APENDICE G - Curva de calibragdo do ciproflonax nos compésitos hibridos
sintetizados com a hidroxiapatita comercial da JHS Biomateriais HIFeFSy1
e HJCoFSy1.

A curva de calibragao foi construida e a correlagao na faixa linear da lei
de Lambert-Beer. Absorbancia X Concentragao, foi a utilizada para quantificar a
concentracdo do farmaco nos experimentos de liberacdo dos compdsitos
hibridos sintetizados com a hidroxiapatita comercial da JHS Biomateriais
HJFeFSy1 e HJCoF Sy1.
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2,5

L 2
y=0,2794x-0,0526
R?=0,9846

1,5 73
¢ Sériel
1 // Linear (Sériel)
0,5 / *

As leituras das absorbancias dessas concentracdes foram realizadas em
espectrofotometro Bel Photonics 2000 UV, na regido do ultra visivel no
comprimento de onda maximo de 275 nm. Este comprimento foi determinado

apos um scanner da solugao do farmaco entre 210 a 300 nm.

APENDICE H - Célculo da eficiéncia de conjugacdo do farmaco pelo método
indireto, direto e conteudo do farmaco presente nos hibridos, compdsitos

hibridos (carreadores).

» Para o hibrido (carreador) - Cy.
A eficiéncia de conjugagao pelo método indireto foi calculada utilizando

a Equacao (10):
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m y (inicial) - my (livre) x100

Eficiéncia de conjugacdo % = (10)

my (inicial)
my (inicial) = massa do farmaco alimentada (inicial), usada na conjugacao do

hibrido e compdsito hibrido

my (livre) = massa do farmaco total inicial — massa do farmaco liberada no

sobrenadante.

Eficiéncia de conjugacao % (Cy) = 0,0182 g - 0,044 g x100 = 75,82 %

0,0182 g
No método direto, a eficiéncia de conjugacgao foi determinada usando a

equacao 11:

my (conjugado )>100 (1)

Eficiéncia de conjugacdo % = =
my (inicial)
Eficiéncia de conjugacao % (Cy) = 0,0138 g x 100 = 75,82 %
0,0182 g

A fim de evitar o efeito da presenga de nanoparticulas magnéticas
hibridizadas de Fe30s@SiO2 e CoFe204@SiO2 a quantidade de farmaco
conjugado foi calculada a partir da absorcdo da dispersdo. Além disso, os
resultados obtidos pelo método direto foram usados para calcular a extensao
do conteudo de farmaco no carreador que € definido de acordo com a equacéao
12.

m y (conjugado ) x100 (12)

Conteudo de farmaco % =
m y( totaldo carreador)

Conteudo de farmaco % (Cy) = 0,0138 g x 100 = 6,9 %
0,2¢g
» Para o hibrido (carreador) - Fy.
Eficiéncia de conjugacao % (Fy) = 0,0182 g- 0,0039 g x100 = 78,57 %

0,0182 g
No método direto, a eficiéncia de conjugacgao foi determinada usando a

seguinte equacao:



225

Eficiéncia de conjugacao % (Fy) = 0,0143 g x 100_= 78,57 %
0,0182¢

Os resultados obtidos pelo método direto foram usados para calcular a

extensao do conteudo de farmaco no carreador

Conteudo de farmaco % (Fy) = 0,0143 g x 100 (3) = 7,15 %
0,2¢g

» Para os compésitos hibridos (carreadores) - HFeFSy1, HFeFSy2 e
HFeFSys

Eficiéncia de conjugacao % (HFeFSy1) = 0,0182 g- 0,0065 g x100 = 64,28 %
0,0182 g
No método direto, a eficiéncia de conjugacao foi determinada usando a

seguinte equacao:

Eficiéncia de conjugacao % (HFeFSy1) = 0,0117 g x 100_= 64,28 %
0,0182 ¢

Conteudo de farmaco % (HFeFSy1) = 0,0117 g x 100 (3) = 5,85 %
0,2¢g

Eficiéncia de conjugacao % (HFeFSy2) = 0,0182 g- 0,0073 g x100 = 59,89 %
0,0182¢
No método direto, a eficiéncia de conjugacdo foi determinada usando a

seguinte equacao:

Eficiéncia de conjugacao % (HFeFSy2) = 0,0109 g x 100_= 59,89 %
0,0182¢g

Conteudo de farmaco % (HFeFSy2) = 0,0109 g x 100 = 5,45 %
0,2¢g

Eficiéncia de conjugacao % (HFeFSys) = 0,0182 g- 0,0008 g x100 = 95,60 %
0,0182g
No método direto, a eficiéncia de conjugacao foi determinada

Eficiéncia de conjugacao % (HFeFSys) = 0,0174 g x 100_= 95,60 %
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0,0182 g

Os resultados obtidos pelo método direto foram usados para calcular a

extensao do conteudo de farmaco no carreador

Conteudo de farmaco % (HFeFSys) = 0,0174 g x 100 (3) = 8,7 %
0,2g
+~ Para os compdsitos hibridos (carreadores) - HCoFSyi, HCoFSyz,
HCoFSys
Eficiéncia de conjugacao % (HCoFSy1) = 0,0182 g - 0,0116 g x100 = 36,26 %
0,0182 g
No método direto, a eficiéncia de conjugacao foi determinada

Eficiéncia de conjugacao % (HCoFSy1) = 0,0066 g x 100_= 36, 26 %
0,0182 g

Os resultados obtidos pelo método direto foram usados para calcular a

extensdo do conteudo de farmaco no carreador

Conteudo de farmaco % (HCoFSy1) = 0,0066 g x 100 = 3,3 %
0,29

Eficiéncia de conjugacao % (HCoFSy2) = 0,0182 g - 0,0078 g x100 = 57,14 %
0,0182 g
No método direto, a eficiéncia de conjugacao foi determinada

Eficiéncia de conjugacao % (HCoFSy2) = 0,0104 g x 100_= 57,14 %
0,0182¢

Os resultados obtidos pelo método direto foram usados para calcular a

extensdo do conteudo de farmaco no carreador
Conteudo de farmaco % (HCoFSy2) = 0,0104 g x 100 (3) = 5,2 %
0,2¢g

Eficiéncia de conjugacao % (HCoFSys) = 0,0182 g- 0,0005 g x100 = 97,25 %
0,0182g
No método direto, a eficiéncia de conjugacgao foi
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Eficiéncia de conjugacao % (HCoFSys3) = 0,0177 g x 100 = 97,25 %
0,0182 g

Os resultados obtidos pelo método direto foram usados para calcular a

extensao do conteudo de farmaco no carreador

Conteudo de farmaco % (HCoFSy3) = 0,0177 g x 100 = 8,85 %
0,29

»Para os compodsitos hibridos (carreadores) - JHFeFSyr e
JHCOoFSy1.
Eficiéncia de conjugacao % (JHFeFSy1) = 0,0182 g- 0,01433 g x100 = 21,26 %
0,0182¢
No método direto, a eficiéncia de conjugacgao foi determinada

Eficiéncia de conjugacao % (JHFeFSy1) = 0,00387 g x 100_= 21,26 %
0,0182 g

Os resultados obtidos pelo método direto foram usados para calcular a

extensao do conteudo de farmaco no carreador
Conteudo de farmaco % (JHFeFSy1) = 0,00387 g x 100 (3) = 1,93 %
0,2¢g

Eficiéncia de conjugag¢ao (JHCoFSy1) = 0,0182 g- 0,012862 g x100 = 29,33 %
0,0182¢
No método direto, a eficiéncia de conjugacao foi determinada

Eficiéncia de conjugacgao % (JHCoFSy+1) = 0,005338 g x 100 = 29,33 %
0,0182 g

Os resultados obtidos pelo método direto foram usados para calcular a

extensao do conteudo de farmaco no carreador

Conteudo de farmaco % (JHCoFSy+1) = 0,005338 g x 100 (3) = 2,669 %
0,2g

» Para o compdsito hibrido (carreador) obtido pelo método Il de
insercao do farmaco - HFeF Sy’

Eficiéncia de conjugacao % (HFeFSy2') = 0,0182 g - 0,0021 g x100 = 88,46 %
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0,0182¢
No método direto, a eficiéncia de conjugacgao foi determinada

Eficiéncia de conjugacao % (HFeFSy2’) =0,0161 g x 100_= 88,46 %
0,0182 g

Os resultados obtidos pelo método direto foram usados para calcular a

extensao do conteudo de farmaco no carreador

Conteudo de farmaco % (HFeFSy2’) = 0,0161 g x 100 = 8,05 %
0,2¢g

APENDICE | — Calculo dos valores da DL50

HCoF Sy

log DL50 (mg/kg) = 0,372 log IC50 (mg/mL) + 2,024
log DL50 (mg/kg) = 0,372 x log 514(pg/ mL) + 2,024
DL50 (mg/kg) =1077,651357 mg/Kg
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log DL50 (mg/kg) = 0,372 log IC50 (mg/mL) + 2,024
log DL50 (mg/kg) = 0,372 x log 232 (ug/mL) + 2,024
DL50 (mg/kg) = 801,6070542 mg/Kg

HCoFSy;

log DL50 (mg/kg) = 0,372 log IC50 (mg/mL) + 2,024
log DL50 (mg/kg) = 0,372 x log 145 (ug/ mL) + 2,024
DL50 (mg/kg) =673,0214359 mg/Kg

Fy

log DL50 (mg/kg) = 0,372 log IC50 (mg/mL) + 2,024
log DL50 (mg/kg) = 0,372 x log 2473 (ug/ mL) + 2,024
DL50 (mg/kg) = 1933,211506 mg/Kg

HJFeFSy;

log DL50 (mg/kg) = 0,372 log IC50 (mg/mL) + 2,024
log DL50 (mg/kg) = 0,372 x log 451 (ug/ mL) + 2,024
DL50 (mg/kg) =1026,48752 mg/Kg

HFeFSys

log DL50 (mg/kg) = 0,372 log IC50 (mg/mL) + 2,024
log DL50 (mg/kg) = 0,372 x log 1016 (ug/ mL) + 2,024
DL50 (mg/kg) =1388,559389 mg/Kg

Solvente

log DL50 (mg/kg) = 0,372 log IC50 (mg/mL) + 2,024
log DL50 (mg/kg) = 0,372 x log 134 (ug/ mL) + 2,024
DL50 (mg/kg) =653,5562693 mg/Kg

ANEXOS
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ANEXO | — Reagentes utilizados na obteng¢ao da hidroxiapatita de calcio (HAp)

1- Hidroxido de calcio




Fabricante: Vetec

Quimica Fina Nome:

Hidroxido de calcio

PA Formula quimica:

Ca(OH), Cédigo:

363 ONU

Cddigo:3262
Especificagdes: Solido Corrosivo, Basico, Organico,
N.E. Conteudo: 1000 mg

Boletim de Garantia: Teor Ca(OH), Min 95,0%

Teor de CaCO3; Max 3,0% Insoluvel em
HCI Max 0,1% Cloreto (Cl) Max 0,03%

Compostos sulfurados com (SO4) Max 0,1% Metais
pesados Max 0,003%

Ferro (Fe) Max 0,05%
Magnésio e sais basicos (como sulfatos) Max 1,0 %
Acido fosférico

Fabricante: Vetec Quimica
Fina Nome: Acido Fosférico
PA ACS ISSO Foérmula
quimica: HzPO4

Cadigo: 1529 ONU 1805

Especificagdes: Acido,
Liquido. Conteudo:
1000 mL

Boletim de garantia: Dosagem Min 85 %

Cloreto (Cl) Max 0,0003% Sulfato (SO4)
Max 0,005% Arsénio (As) Max 0,0001%
Cadmio (Cd) Max 0,0005% Cobre (Cu)
Max 0,0005% Ferro (Fe) Max 0,001%
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Chumbo (Pb) Max 0,001% Manganés
(Mn) Méax 0,0005%

Niquel (Ni) Max 0,0005% Potassio
(K) Méax 0,005% Sdodio (Na) Max
0,05% Zinco (Zn) Max 0,001%

Acidos volateis (m Mol H¥) Max
0,02/100g

Anexo |l - Descricao técnica e farmacéutica do farmaco (y) ciproflonax

Cloridrato de ciprofloxacino (ciproflonax)

APRESENTACAO Comprimidos revestidos de 500 mg em embalagens
contendo 6, 14 e 500 comprimidos.

USO ORAL USO ADULTO COMPOSICAO Cada comprimido revestido de 500

mg contém 582 mg de cloridrato de ciprofloxacino monoidratado, equivale a
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500 mg de ciprofloxacino. Excipientes: amido, estearato de magnésio, celulose
microcristalina, dioxido de silicio, povidona, amidoglicolato de sddio,
hipromelose, macrogol, polissorbato 80 e didéxido de titanio.

INFORMACOES TECNICAS AOS PROFISSIONAIS DE SAUDE

1. INDICACOES - Adultos Infecgbes complicadas e ndo complicadas causadas
por microrganismos sensiveis ao ciprofloxacino. - Trato respiratorio:
CIPROFLONAX pode ser considerado como tratamento recomendavel em
casos de pneumonias causadas por Klebsiella spp., Enterobacter spp., Proteus
spp., Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Haemophillus spp., Moraxella
catarrhalis, Legionella spp. e Staphylococci. CIPROFLONAX nao deve ser
usado como medicamento de primeira escolha no tratamento de pacientes
ambulatoriais com pneumonia causada por Pneumococcus. - Ouvido médio
(otite média) e seios paranasais (sinusite), especialmente se a infecgéo for
causada por organismos gram-negativos, inclusive Pseudomonas aeruginosa
ou Staphylococci. Olhos. Rins e/ou trato urinario eferente.Orgdos genitais,
inclusive anexite, gonorreia e prostatite. Cavidade abdominal (por exemplo,
infeccbes bacterianas do trato gastrintestinal ou do trato biliar e peritonite). Pele
e tecidos moles. Ossos e articulagdes. Sepse. Infecgdo ou risco iminente de
infecgao (profilaxia), em pacientes com sistema imunolégico comprometido (por
exemplo, pacientes em uso de imunossupressores ou pacientes
neutropénicos). Descontaminagdo intestinal seletiva em pacientes sob
tratamento com imunossupressores.

2. RESULTADOS DE EFICACIA Os resultados das experiéncias clinicas
realizadas e documentadas demonstraram que os microrganismos causadores
das infeccoes foram erradicados em 81,9% dos casos. Clinicamente, quase
94,2% dos pacientes apresentaram melhora acentuada ou recuperagao
completa. Os resultados das pesquisas clinicas confirmam a excelente
atividade in vitro do ciprofloxacino. Os microrganismos mais comuns foram E.
coli e Pseudomonas aeruginosa. Os percentuais de erradicagdo para os
patégenos Gram-negativos, tais como a E. coli (95%) Proteus sp (97 - 100%),
Salmonella sp (100%), Haemophilus influenzae (95%) e também para os
organismos  Gram-positivos,  Streptococcus  pneumoniae (>80%) e

Staphylococcus sp (>90%) em particular, juntamente com os resultados
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favoraveis contra Pseudomonas aeruginosa (74%), alcangados com tratamento
via oral, demonstram o amplo espectro de atividade do ciprofloxacino. Os
indices de cura ou melhora das condi¢cdes clinicas encontrados nas diferentes
infeccbes foram os seguintes: Trato respiratorio inferior e superior >85% Trato
urinario ndo complicadas >90% Trato urinario complicadas 97 - 100% Pele e
tecidos moles 90% Ossos e articulagbes 75% Gastrintestinais 100%
Bacteremia/septicemia 94% Ginecoldgicas 92% Otite maligna externa 90%

Prostatite crénica 84 - 91%

Anexo lllI- Relagao de impurezas dos reagentes utilizados na sintese das
NPM'’s

Tabela 1 - Impurezas dos Reagentes utilizados.

Impurezas Nitrato de Nitrato de Uréia (%)
Cobre (%) Ferro (%)

Cl 0,001 - 0,005

S04 0,005 0,01 0,001




Fe
Ca
Mg

Na
Ni

Pb
Zn
Co

0,002
0,005
0,001
0,01
0,01

0,001

0,01

0,01
0,005
0,005
0,05

0,001
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Anexo |V- Ficha utilizada para identificagao da fase (Fe20s3)

E4 PCPDFWIN

PDFMumber Search  Print  View Data Conwversion  Window Clear  Help

£4 PDF # 330664, Wavelength = 1.540598 (A)

33-0664 Cluality: = Fez 03
CAS Murber:  1309-37-1 |f0l"l_ Oride
Molecular Weight: 159,69 Fef: Matl Bur. Stand. [.5.] Monogr. 25, 18, 37 [1981]

olume[CD]  301.93
D 5.270 D 5.260

=

Sys: Rhombohedral E=

Lattice: Rhomb-centered B

5.G.: R3c [167) =5 P

Cell Parameters: .g E E

a B0 b c 13.748 = | | || i

" B y | Bl Lol w1 i

1 1 1 1 .

S5/F0M: F30=69(.0111, 39) o 28 a0 78 100 125 28

[Alcor. 2.4

Rad: Cukal ;] Int-f h k| ] Intf h k1 e Int-f h k|

Lambda: 1.54053% 24138 001 2 |71.937 10 1 010 | 10662 5 324

Fier. 33153 100 1 0 4 |72262 £ 1 1 8 |107.02 4 0 114

d-sp: diffractometer 35612 70 1 1 0 |75.430 8 2 20 |10809 5 410

Mireral Marme: 20,277 3 006|777 4 206 |11151 2 41 3

Hematite: syn 40,555 20 11 3 |78.760 2 223 |11359 2 048
43519 3 202 |80 5 1 2 8 |11604 5 1 310

Also called: 43,480 40 0 2 4 |82339 5 0 210 |117.75 1 3 012

rougethanre 54.091 45 1 1 6 |B4.916 7 1 3 4 |11863 3 2014
56,152 1 21 1 |&s54z2 72 2B |12243 & 4168
57.429 5 1 2 2 |91.345 2 04 2 |12592 1 238
57,590 1m0 01 8 |93715 7 2110 |12875 3 4 010
£2.451 0 21 4 |95239 <1 112 |131.87 E 1 214
£3.991 30 30 0 |95663 3 404 |13324 3 330
£6.028 <1 [1 2 5]|10228 4 31 8 |14445 4 3 210
£9.601 3 208 [10491 <1 2 2 9 |147.97 4 244
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Anexo V - Ficha utilizada para identificagdo da fase (CoFe204)

il ©2 PCPDFWIN

POFMumber  Search  Print Wiew Data Conwersion  Window  Clear  Help

&4 PDF # 221086, Wavelength = 1.54056 (4)

22-1086 Guality: * CoFe204
C&5 Number: Cobalt Iron Oxide
Molecular wWeight 234.62 Ref: Matl Bur. Stand. [.5.] Monogr. 25, 3, 22 [1971]

= Wolume[CD] 590,99

Dk 5274 D g
Sys: Cubic zz
| Lattice: Face-centered [
§.G. Fd3m (227) T B
Cell Parameters: :_f = ‘ Q
28'391 E ; ||||| I‘ N L T
S5/FOM: F30=73.0120, 34) a 23 50 75 100 125 28"
|flear 2.70
Fad: Cuk.al X It hk 1|2 It hk 1] 2 Int-f h ko1
Lambda: 1.54056 m2e8 10 111 70948 4 620 10528 4 BE2
Filker: 30084 30 2 2 0 |74009 3 533|110 4 840
dsp: 35437 100 31 1 | 75009 4 B 22 (11345 1 911
37.057 8 2232|7898 2 444 (11886 2 BB 4
43058 20 4 00 |81.932 2 551|123 E 931
47.149 1 331 |86769 4 B 42 (12816 14 844
E3445 10 4 2 2 89669 2 731 |131.93 1 933
BES7I 30 5 1 1 9449 5 800 |13879 31020
E2585 40 4 4 0 10229 2 B 60 |14344 8 951
£5.753 3531|1052 8§ 751 |14507 2102 2
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Anexo VI Ficha utilizada para identificacdo da fase (Fe3Oa4)

a2 PCPDFWIN

I PDFMumber Search  Prink  Wiew Data Conversion  Window  Clear  Help

£4 PDF # 880315, Wavelength = 1.54060 (A)
B8-0315 Quality: © Fed 04

CAS Mumber: Iron Oxide )
Molecular Weight: 231.54 Fef: Calculated from IC5D using POWD-12++

~ Wolume[CD]: 58743 Ref: Sazaki, 5., Acta Crystallogr., Sec. B: Stuctural Science, 53, 7E2 [1957]

| De: 5.236 D o
Sy Cubic !

H Lattice: Face-centered % =
5.G.; Fd3m [227] =
Cell Parameters: = % =)
a 835 b c ZE ‘ =
& B o | | 1 | l | L |

| 1 | 1 1
lAcor 510 0 15 30 45 &0 75 za*
Fad: Cukal
| ambda: 1.54060 X Itk h k|| 28 ntf hok 1| Intk - h k|
Filter. 18333 103 1 1 1 |53563 84 4 2 2 [7a188 B3 5 3 3
d-sp: calculated 30158 296 2 2 0 [57100 279 5 1 1 |75193 0 6 22
ICSD #: 084511 35522 993= 3 1 1 62704 383 4 4 0 (7317 22 4.4 4
Mineral Mame: 37.156 79 2 2 2 |65.932 9 531 |82113 4 55 1
M agnetite syn 43173 204 4 0 0 |BE989 1 4 4 2 |66.989 27 6 4 2
47,271 5 331 71142 27 6 2 0 [g89.899 a7 7 3 1

Entretanto, além das fichas da hematita e magnetita foram observados
tracos da fase westite de acordo com o banco de dados do difract EVA. Como

pode-se observar a seguir.
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Anexo VII- Fichas utilizadas para identificacdo da fase (Fe3O4)

Commander Sample ID (Coupled TwoTheta/Theta)

180000~

170000—

160000

150000~

140000+

130000+

120000~

110000~

k

J

00000,
£

3 50000—
0

=1

| COD 9014880 Fe2 O3 Hematite
| COD 9006247 Fed 04 Magnetite
| COD 1011166 Fe0.932 O Wuestite

70 &0
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Anexo VIII - Fichas utilizadas para identificacdo da fase hidroxiapatita
(Cas(PO4)3(OH) HL e HLC.

2 PCPDFWIN

POFMumber  Search  Print  Yiew Data Conwersion  ‘Window Clear  Help

E4 PDF # 090432, Wavelength = 1.54056 (A)

03-0432 Quality: | Cab[PO413[0OH]
CAS Mumber  130E-0E5 Calciurn Phozphate Hydroxide
Malecular Weight 502,32 Ref: dewolif, P., Technizch Phpsische Dienst, Delft, The Metherlands, ICDD Grant-in-Aid
YWolume[CD] 528,80
Dw 3155 Drm: 3.080 v
Sz Hewagonal % =
Lattice: Prirnitive 8
5.6, PE3/m [17E) T % 2
Cell Parameters: = ©
23418 b c £.884 - | Gl oL |
" B ¥ I L r L II|
S55/F0M: F30=54(,0158, 35] o 15 0 45 &0 w2t
1/lcor:
Rad: Cuk.al A Inf hk 1| 2@ Inf h k 1|2 Intf h k1
Lambda: 1.54056 M0 12 1 00 | 43604 8 113 |63443 4 510
Fiter. 16.841 B 1 01 [44369 2 4 00 (64078 13 30 4
d-sp: Guinier 18.785 4 1 1 0 (45305 E 20 3 (64078 13 032 3
tineral Wame: 21.819 10 2 00 |46711 a0 22 2 |E503A 3 511
Hydraxylapatite syn 22.902 10 1 1 1 |48103 16 3 1 2 |E6.386 4 4 22
25,354 2 201 (48823 6 3 20 |GE386 4 413
25.879 40 0 0 2 |49.468 40 2 1 3 |B9.693 385812
28126 12 1 0 2 |50.493 20 3 21 |71E51 5 4 31
28.966 18 21 0 |51.283 12 4 1 0 | 71651 5 404
3773 1l 2 1 1 |52100 16 4 0 2 |72286 4 520
32196 B0 1 1 2 |53143 20 00 4 |72286 4 2048
32,302 B0 3 0 0 |54440 4 1 0 4 |73553 To423
34.043 25 2 0 2 |5REFS 0o 3 2 2 |7h022 3 324
35.480 E 3 01 |B7128 8 31 3 |7h022 3 BEO02
39.204 8 21 2 |6BO73 4 B 01 |755683 9 2148
39.818 20 31 0 |59938 E 4 2 0 |7E154 1 432
] 40.452 2 2 21 (60457 B 331 |77 513
| | 42,029 10 31 1 |B1.66D 10 21 4 | 78227 39 522
1 42318 4 302 (63011 12 50 2
| |
Courts [ e R e Pt T R e
[ Accepted Ref. Pattern: 00-009-0432 41 = [ ] -
4l e SR Cioto s 5% =
5 H Y 000090432 |Hydiomlapatice, spn Ca5(PO4)3(0H] =]
= 2000
&
® 1000-|
,D . Selected Candidate: 01-073-1391 || 41 - []

% - " N1 E\:fﬂﬂc;ﬂa;m g E;;::;::d?\lame Egem\ca\Fnrmu\a Scale Factor — Displace ~
E) HHI T i ‘ﬁyﬂ‘”—d 2010861585 |MMIB Calcium Phosphate Ca3(P04)2 0066 &
0 T T T T T 3(01-0851043 [N Hydrogen Peroside H202 0,347

30 40 50 60 70 4/01-075-1158 |G Hydrogen Peroside HO2ZH 0,293
Position [*ZTheta] (Copper (Cu)) 5010760571 [ Calcium Hydroxide. Ca[0HJ]2 0,143
6010760315 WM Calcium Hydroxide Ca[0HJ2 0,138
| \E= tsolres G120 [ 2 fj@d Compare )] Analyze {EiPattern | 71010841263 | Calcium Hydroxide Ca(0H]2 0,136
Additional Graphics | 8010720156 WM Portlandte, sy Ca(0H]2 0,135
9010812040 | Calcium Hydraxide Cal0HR 0137
Selected Pattarn. Calcium Hydride 01-073-1391 10010670673 [N Porlandite, spn Ca[DHE 0137
non 468 [NIE Calcium Phosphide CaP3 0,321
Repilue + ifeak List 12000441481 (IR Portandiz, sy Ca(0HR2 0181
ed Platfér] 13000040733 [IR Portlandie, syn Cal0HR 0138 v

E51 Default £ IdeAll (] IdeCom [ IdeMin ] MinorMinerals (5] PrintideAll _ £ [23 [t ¥
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Anexo IX - Fichas utilizadas para identificagdo da fase hidroxiapatita
Ca10(PO4)s(OH)2 da JHS Biomateriais
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Anexo X - Fichas utilizadas para identificagdo das fases (y), cloridrato de
ciprofloxacino (ciproflonax).

Pattern List #3
0 J OO 231258 T8 FECING O
1 | COD TEM581 C11 HI6 N3 02
20—
Fonsn
10000
6000
U
= |
E onoo
1
3
o000
B0
it |
m-l
L Jl II - .“ll CAlLL W -F--ld-.-i\l-lul 1“!'Il"l“rJ*l-'-ﬁlJﬂ'-'l-‘r“r"v‘"v-r-‘-!-lLr—‘r A A —
2 an 50 a0

EThata WL=1 54080

Commander Sample 1D (Coupled TwoTheta/Theta)

| COO 212356 C15 HIZ CING O
B G0 TaatE G117 H1S NG Q2

Cayris

m | I |L

2Theta {Coupled TwoThetarThata) WL=1 54060



