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RESUMO

Os estudos voltados para o desenvolvimento de arcabougcos compreendem
inovagoes tecnoldgicas, como a inser¢ao de farmacos para liberagao controlada. O
objetivo desta pesquisa foi desenvolver arcaboucos constituidos por esferas de
hidroxiapatita/quitosana, carreadas com farmaco, curcumina ou dexametasona, para
estudo em liberagdo controlada de farmacos. Utilizando para isso, o método de
gelificacdo ionotrdpica para obtengéo das esferas biocompdsitas, e posteriormente o
método de agregacao de particulas para formacao dos arcaboucos. A pesquisa foi
dividida em trés etapas: a Etapa | se deteve ao desenvolvimento de arcabougos
formados por esferas de quitosana/hidroxiapatita, foram testadas trés diferentes
concentragdes de hidroxiapatita; nas Etapas Il e Ill ocorreu a inser¢cao de farmacos,
na concentracao escolhida a partir da Etapa |, e investigacdo do perfil de liberagao,
na Etapa Il utilizou-se a curcumina e, na Etapa lll a dexametasona. Os arcabougos
desenvolvidos foram caracterizados por Espectroscopia na Regido do Infravermelho
por Transformada de Fourier (FTIR), Difracdo de Raios X (DRX), Microscopia
Eletrénica de Varredura (MEV), Microscopia Otica (MO), Porosidade (%), Ensaio de
Grau de Intumescimento (%Gl), Ensaio de Citotoxicidade, Ensaio de compresséo
(Etapa 1), e em fungéo da presenca de farmacos nos arcabougos das Etapas Il e I,
foram realizados ensaios por meio de Espectrofotometro (UV- VIS). Na Etapa | foi
possivel observar a formagdo de arcaboucos com estruturas tridimensionais
porosas, com poros interconectados e de tamanhos variados. Os resultados indicam
que os arcaboucgos formados tém seus resultados influenciados pelas diferentes
concentragdes de hidroxiapatita. Com o aumento da fracdo ceramica observa-se a
densificacdo da superficie, e pequeno aumento no didametro das esferas, afetando: a
porosidade dos arcaboucgos; 0 %Gl e o comportamento mecanico, semelhante a
elastbmeros. Além disso, estes arcaboucos apresentaram boa viabilidade celular
com resultados em torno de 70% para todos os arcaboucgos, independentemente da
concentracdo de HA. As caracterizagdes realizadas nos arcaboucos contendo
farmaco, Etapas Il e lll, indicam que ocorreu uma possivel interagdo entre os grupos
ativos da quitosana e dos farmacos. Nos arcaboucos formados nessa etapa nao
foram observadas diferencas significativas na sua morfologia. A porosidade sofreu
interferéncia em relacao a concentracdo do farmaco de modo que, quanto maior a
concentracdo do farmaco menor a porosidade; além disso, estes apresentaram
menor %Gl que pode ser atribuido as ligacdes entre a quitosana e os farmacos.
Observou-se diminuicdo na viabilidade celular tanto para os arcabougos de
curcumina quanto para os de dexametasona, isso é proporcional ao aumento da
concentracdo de farmacos, e percebe-se que a dexametasona apresentou-se mais
citotéxica que a curcumina, pois ela apresentou maior taxa de liberacdo quando
comparada com a curcumina. A partir dos modelos matematicos, percebe-se que a
liberacao é controlada pelo processo de difusdo e pelo intumescimento/relaxacao da
cadeia polimérica para os dois farmacos mesmo que em taxas diferentes. O estudo
sugere que os arcaboucos desenvolvidos necessitam de reajustes para serem
aplicados em regeneracao déssea, entretanto, apresentam potencial para sistemas
de liberagao controlada dos dois tipos de farmacos estudados.

Palavras-chave: Hidroxiapatita. Quitosana. Arcaboucos. Liberacdo controlada de
farmacos. Curcumina. Dexametasona.



ABSTRACT

The studies aimed at the development of scaffolds comprehend to technological
innovations, with the insertion of drugs for controlled release. The goal of this
research was to develop scaffolds consisting of hydroxyapatite/chitosan, loaded with
drug, curcumine or dexamethasone, for the study in controlled drug release. For that
purpose, it was used the ionotropic gelation method for obtaining the biocomposite
spheres, and, subsequently, the particle aggregation method for the formation of the
scaffolds. The research was divided into three steps: the Step | consisted in the
development of scaffolds formed by chitosan/hydroxyapatite spheres, with three
different concentrations of hydroxyapatite tested; on the Steps Il and Ill occurred the
insertion of drugs, in the concentration chosen from the Step |, and investigation of
the release profile. On the step Il was used curcumine, and on the Step Ill,
dexamethasone. The developed scaffolds were characterized by Fourier Transform
Infrared Region Spectroscopy (FTIR), X-Ray Diffraction (XRD), Scanning Electron
Microscopy (SEM), Optical Microscopy (OM), Porosity (%), Swelling Degree Assay
(%SD), Cytoxycity Assay, Compression Assay (Step 1), and, because of the presence
of drugs in the scaffolds of the Steps Il and Il assays were done by
Spectrophotometer (UV-VIS). On the Step | could be observed the formation of
scaffolds with porous tridimensional structures, with interconnected pores and with
varying sizes. The results indicate that the formed scaffolds have their results
influenced by the different concentrations of hydroxyapatite. With the increase of the
ceramic fraction, it is observed the densification of the surface, and a small increase
in the spheres diameter, affecting: the porosity of the scaffolds; the %SD and the
mechanical behavior, similar to elastomers. Furthermore, these scaffolds presented
good cell viability with results around 70% for all scaffolds, regardless of the
concentration of HA. The characterizations done in the scaffolds containing drug,
Steps Il and lll, indicate that occurred a possible interaction among the amino groups
of the chitosan and the drugs. For the scaffolds formed on this step, it were not
observed significant differences in their morphology. The porosity suffered
interference in relation to the drug concentration, such that, the higher the
concentration of the drug, the lower the porosity; moreover, they showed lower %SD,
which can be attributed to the hydrophobic nature of the drugs. It was observed a
reduction of the cell viability both for curcumine and dexamethasone scaffolds, which
is proportional to the increase of the concentration of drugs, and is noted that the
dexamethasone was more cytotoxic than the curcumine, since it showed larger
release rate when compared to the curcumine. From the mathematical models, it is
perceived that the release is controlled by the diffusion process and by the
swelling/relaxation of the polymer chain for both drugs, even in different rates. The
study suggests that the developed scaffolds need readjustments for application in
bone regeneration, however, they exhibit potential for controlled release systems of
the two kinds of drug studied.

Keywords: Hydroxyapatite. Chitosan. Scaffolds. Controlled drug release.
Curcumine. Dexamethasone
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1 INTRODUGCAO

Estudos propondo o desenvolvimento de materiais como alternativa para
substituir ou restaurar a fungdo de ossos traumatizados, danificados ou perda de
massa éssea € uma importante necessidade clinica e socioecondmica, uma vez que
é grande a incidéncia de pacientes, principalmente idosos, que sofrem devido a
auséncia de um substituto ésseo ideal. As estratégias de producdo de substitutos
0sseos, embora atraente, ainda nao produziram um material com competéncia
funcional e mecanica. Sendo interessante uma abordagem biomimética e a
possibilidade de acédo terapéutica que permita interagdo com o tecido, como em
sistemas de liberacdo controlada de farmacos (Li et al., 2007; Almeida & Bartolo,
2014 ).

Os arcaboucos sao estruturas tridimensionais, biocompativeis e
biodegradaveis, com composicdo e morfologia pré-determinada, em que células
podem ser implantadas e capazes de suportar a formacdo de tecido em trés
dimensdes, podendo ser substitutos biolégicos para restaurar, manter ou melhorar
as funcdes de tecidos, como o tecido 6sseo. Para tanto, um dos grandes desafios no
campo da engenharia de tecidos é o desenvolvimento de arcabougos que permitam
a adesao, proliferacdo e producdo de matriz extracelular a medida que ocorre sua
degradacao, além de ser necessario estabelecer um equilibrio adequado entre a
porosidade (estrutura de poros e distribuicdo apropriada) e o0 desempenho mecanico
dos arcabougos (Fontes, 2010; Almeida e Bartolo, 2014; Mainard, 2014; Fook et
al.,2010; Barroca, 2008).

Sendo o osso natural um composto inorganico/organico, com fragéao
majoritaria da fase inorgéanica, onde € encontrada uma fase apatitica com estrutura
cristalografica e composicdo quimica semelhante a hidroxiapatita, formula quimica
[Caip (PO4)s (OH)., HA]. Faz com que, as pesquisas em relacdo a substitutos
0sseos, se concentrem cada vez mais em biomateriais compdsitos seguindo uma
estratégia biomimética (Landi et al., 2008; Chen et al., 2002; Guastaldi e Aparecida,
2010). O desenvolvimento de biomateriais compodsitos, formados por fases
inorganica/organica, como por exemplo, compostos a base de fosfatos de calcio com
polimeros, pode proporcionar vantagens como a otimizacdo das propriedades
mecanicas, quimicas, morfoldgicas e bioldgicas, possibilitando aumento do potencial
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osteogénico. E, os estudos nesta area tém mostrando resultados consideraveis em
substituicdo 6ssea e aplicacdes periodontais e ortopédicas (Chen et al., 2002; Matos
et al., 2013; Khor & Lim, 2003).

Muita atencdo tem sido dada a hidroxiapatita por suas propriedades
biodegradaveis, biocompatibilidade, bioatividade e osteocondutividade. E, muitos
estudos tém sido direcionados para o uso dela combinada com polimeros, tais como
polidcido latico, colageno, quitosana e polietileno. Dentre estes polimeros, os
biopolimeros, como a quitosana, tém recebido maior atencdo, devido a sua
consideravel biocompatibilidade e biodegradabilidade (Li et al., 2007; Chen et al.,
2002; Rusu et al.,2005; Martino et al.,2005; Guastaldi e Aparecida, 2010).

A quitosana é um tipo de polissacarideo extraido de crustaceos, e originado
da desacetilagdo da quitina, que possui caracteristicas para aplicagdes biomédicas,
tais como biocompatibilidade, biodegradabilidade, natureza antibacteriana intrinseca,
capacidade de ser moldada em varias geometrias e formas, tais como: géis,
membranas, nanofibras, microparticulas, e arcaboucos com estruturas porosas,
adequadas para manipular e reconstituir a estrutura e fungéo do tecido, facilitando o
crescimento dentro das células, podendo promover osteoconducédo. Além disso, a
quitosana pode proporcionar fatores morfogénicos e liberacdo de agentes
farmacéuticos, de forma controlada, devido a sua favoravel propriedade gelificante,
nao-toxicidade, mucoadesividade, tendo capacidade de manipular e reconstituir a
estrutura e funcdo do tecido, apresentando consideraveis implicagdes clinicas.
(Martino et al.,2005; Fidéles, 2010; Laus et al., 2006; Piai, 2008; Torres, 2006).

O desenvolvimento dos arcaboucos envolve um grande numero de
tecnologias e as técnicas dependem das propriedades dos materiais envolvidos e da
funcéo desejada. A producgéo de arcaboucgos tem se dirigido para o desenvolvimento
de materiais e 0 seu uso em novas aplicagées, como em sistemas de liberacéao
controlada de farmacos, uma vez que, os dispositivos desempenham um papel nao
apenas no suporte fisico, mas também na proliferacdo e diferenciagdo celular
(Fontes, 2010; Murphy e Mikos, 2009; Martino et. al., 2005; Duarte, 2009).

Em relacdo a farmacos, para serem utilizados em aplicacées de engenharia
de tecidos 6sseos, tem-se a dexametasona, que € um glicocorticoide, e tem sido um
composto bioativo relevante por ser utilizado em meios osteogénicos para dirigir a
diferenciacdo de células estaminais no sentido da linhagem osteogénica, e agir

como substancia imunossupressora na tentativa de reduzir a reagao inflamatéria ou
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rejeicdo de enxertos ésseos produzidos por biomateriais. Outro farmaco que vem
sendo investigado é a curcumina, que € um componente polifenélico da Curcuma
longa, apresenta propriedades antioxidante, anti-inflamatério, antibacteriana,
antiparasitarios, antimalarica e anticancerigenas. Sendo utilizada como agente
terapéutico para prevencao e tratamento de uma grande variedade de diferentes
tipos de cancer, incluindo o cancer 6sseo (Duarte, 2009; Silva et al., 2008; Yadav et
al., 2012; Moorthi et al., 2013; Naksuriya et al., 2014; Morais et al., 2008; Chuah et
al., 2014; Dang et al., 2013).

Este trabalho teve como principal objetivo o desenvolvimento de arcaboucos
constituidos por quitosana/hidroxiapatita/gelatina carreado com curcumina e
dexametasona, para estudo em liberacdo controlada de farmacos. Utilizando estes
componentes, buscou-se mimetizar, em termos de composi¢ao, o tecido biologico e
promover a liberacdo de farmacos, com o intuito de aplicacdo em regeneracao
6ssea. Com isto, foi proposta uma metodologia que combina gelificacao ionotrdpica,
para obtencdo das esferas, com agregacdo de particulas, para formacédo dos
arcaboucos. Os arcaboucos desenvolvidos foram caracterizados em aspecto fisico-
quimico e morfolégicos; bem como avaliados em sua viabilidade celular, por meio do
Ensaio de Citotoxicidade; e, em funcdo da presenca de farmaco nos arcaboucos
foram realizados ensaios por meio de Espectrofotébmetro (UV- VIS) para fornecer a
investigacdo da Liberagdo dos farmacos, bem como permitir realizagdo da validagéo
do método analitico para quantificagdo dos farmacos conforme a Resolucao RE n®
899, de 29 de maio de 2003, da Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Tecido 6sseo

O o0sso humano é um tecido complexo que vive em constante transformacao
e exerce fungdes importantes para o corpo, tais como: suporte estrutural;
reservatorio mineral; protecdo dos dérgaos vitais internos e através da medula 6ssea
permite o desenvolvimento do sistema imunitario. Além disso, 0 0SSO possui
caracteristicas morfolégicas e mecéanicas especificas, de modo que, a compreensao
das suas propriedades é essencial para a criacdo artificial de produtos de
engenharia de tecidos 6sseos. (Fontes, 2010).

O osso humano é um material natural composto por duas fases, uma fase
inorganica entre 50% a 70% de minerais e uma fase organica composta por matriz
extra celular (colageno) que representa 30% a 40% do tecido 6sseo, além disso,
adicionalmente o osso possui cerca de 10% de agua. Na fase organica, as
moléculas de colageno estéo ligadas em cadeias lineares arranjadas em fibras, entre
estas moléculas ha pequenos compartimentos intersticiais regularmente espacados,
onde estao presentes nano cristais de um sélido inorganico, que representa cerca de
65% da massa total do osso. Apesar, do componente mineral do tecido 6sseo nao
apresentar composigcao definida e mostrar variagcdes entre os estagios de maturagéao
e envelhecimento, sua estrutura cristalina e razdo Ca/P assemelhavam-se as da
hidroxiapatita. No entanto, o osso também é composto por tecido vivo, cerca de 15%
da matriz organica contem células que incluem: ostedcitos, células achatadas na
superficie do osso chamadas de células de revestimento; osteoclastos, células de
reabsorcdo que dissolvem os minerais e digerem a matriz éssea; osteoblastos,
células progenitoras de o0sso que produzem matriz 6ssea (Mota et al., 2008;
Guastaldi & Aparecida, 2010).

Macroscopicamente, 0 0sso de um esqueleto completamente desenvolvido,
consiste em 80% de osso cortical (ou compacto) e 20% de 0SSO esponjoso
(trabecular), Figura 1. O osso compacto distingue-se do osso trabecular pela
orientacdo espacial dos seus componentes minerais e organicos, pelas posicoes
caracteristicas no esqueleto, sendo muito mais denso que o o0sso trabecular (Fontes,
2010).
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Osso esponjoso

Osso compacto

Figura 1- Imagem do osso humano obtida por microscépio electrénico. (Site: Central da
Fisioterapia, assessment 2014).

O osso compacto consiste numa parte exterior tubular dos 0ossos longos e da
superficie externa dos 0ssos pequenos e 0ssos chatos, figura 2. A unidade estrutural
do osso compacto € chamada de dsteons, que sao lamelas de matriz éssea
concéntricas em torno de um canal central chamado canal de Havers. Cada 6steon €
um cilindro paralelo orientado ao longo eixo do o0sso, e tém cerca de 200-250um de
didametro. O osso compacto ocupa grande parte do esqueleto humano e possui alta
densidade e uma baixa area de superficie. A densidade deste tipo de 0sso situa-se
entre 1800-2000 kg/m>. E, as propriedades mecanicas sdo fortemente influenciadas
pelo nivel de mineralizacao, porosidade e organizacao da matriz sélida, que por sua
vez variam com a posicdo no esqueleto. O comportamento mecéanico do 0sso
compacto ja foi sujeito a varios estudos em testes de compressao, efetuados ao
0sso compacto da tibia e fémur o médulo de rigidez varia entre 8,7 a 14,1 GPa
(Dorozhkin, 2007; Fontes, 2010; Guastaldi & Aparecida, 2010).

Ao contrario do osso compacto, 0 0sso trabecular possui uma aparéncia
esponjosa, ilustrada nas figuras 1 e 2. O diametro do osso trabecular varia entre 50-
300pum e possui uma maior area superficial. Constituido por uma repeticao de hastes
e suportes chamado trabéculas pouco organizadas, o osso trabécular tem uma
estrutura aleatéria. O osso trabecular € mais ativo metabolicamente, significando que
€ remodelado mais vezes e por consequéncia € mais novo que 0 0sso compacto.
Deve-se notar que as propriedades mecéanicas dos 0ssos variam de acordo com a
idade. Variando em relagcdo a localizagdo no corpo, a densidade aparente do 0sso
trabecular chaga a estar de 14 entre 100 e 900 Kg/m3. A sua tensdo de compressao
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varia entre 4 a 12 MPa e o seu modulo de rigidez pode ir de 0,02 a 0,5 GPa (Fontes,
2010; Guastaldi & Aparecida, 2010) .

Osteon (unidade estrutural de 0ss0
Lacunas contendo ostedcitos compacto)

Trabéculas (0ss0 esponjosao)

Canal de Volkmann

Figura 2- Estrutura do osso trabecular e compacto. (Adaptado de Fontes, 2010).

O osso humano tem grande capacidade de crescimento, regeneragao e
remodelacdo. E, o ambiente mecénico em que esta envolvido tem grande influéncia
nesses processos. As cargas solicitadas pelo osso tém implicacdes fisioldgicas
significativas e ligagdo direta com a modelacdo éssea, uma vez que, a falta de
cargas promove atrofia dos tecidos e a perda de densidade 6ssea, pois durante o
crescimento e desenvolvimento o esqueleto aperfeicoa a sua estrutura conforme as
cargas a que esta sujeito no dia-a-dia (Bohner, 2000).

A reparacao e a regeneracao 6ssea sao consideradas como uma sequéncia
de atividade celular, comecando com uma resposta inflamatdéria aguda, ocorrendo
com base de sinais mecéanicos e biologicos. O sucesso da reparacéo e regeneracao
do osso dependera de uma série de processos que envolvem: acoplamento
mecanico, ou seja, conversao de forcas mecanicas locais em sinais que iniciam uma
resposta das células ésseas; acoplamentos bioquimicos, ou seja, transformacao do
sinal mecanico para um bioquimico, resposta envolvendo percursos dentro da
membrana celular e do citoesqueleto; sinalizagao entre células, seguindo das células
sensor (ostedcitos) para células remodeladoras (osteoblastos e osteoclastos),
utilizando prostaglandinas e 6xido nitrico como sinalizacdo de moléculas; formacao

ou reabsorcdo 6ssea para causar as mudancas adequadas na arquitetura éssea,



27

essas mudancgas tendem a ajustar e melhorar a estrutura 6ssea ao seu ambiente
mecanico (Fuchs, et al., 2001; Bohner, 2000; Fontes, 2010).

2.2 Biomateriais

O conceito de Biomaterias € motivo de varias discussdes entre autores,
diante disso, tém-se vérias definicdes, incluindo que os Biomateriais sdo materiais
sintéticos ou naturais usados para substituir partes individuais do organismo ou
utilizados em dispositivos médicos que ficam em contato com sistemas biolégicos,
objetivando o tratamento ou substituicdo de tecidos individuais, érgaos inteiros ou
algumas fungdes exercidas por eles. Outras definigdes incluem uma substancia
sistematica e farmacologicamente inerte projetada para implantacao ou incorporacao
em sistemas vivos, ou materiais de origem sintética ou natural em contato com
tecido, sangue e liquidos bioldgicos e destinados para uso em aplicacdes protéticas,
diagnésticas, terapéuticas e de armazenamento, sem afetar o organismo vivo e seus
componentes. Podem também ser definidos como "toda a substancia (a excecéo de
farmacos) ou combinacdo de substancias, sintéticas ou naturais, que podem ser
usadas por qualquer periodo de tempo, no conjunto ou como uma parte de um
sistema que trate, aumente, ou substitua tecidos, 6rgaos, ou fungdes do corpo”
(Amaral et al., 2003; Park & Bronzino, 2002; Rangel, 2012).

A evolucdo dos biomateriais é relativamente recente, no entanto, € possivel
dividi-la em trés geragdes: (i) primeira geracdo de biomateriais, implantes 6sseos
(primeira articulacdo do quadril em 1961); (ii) segunda geracdo de biomateriais,
dispositivos bioativos (iniciou-se nos anos 70) e (iii) terceira geracédo, engenharia de
tecidos (até a atualidade). A area de biomateriais engloba o conhecimento e a
colaboracdo de diversas especialidades, desde o comportamento mecéanico até
funcdes biolégicas a nivel molecular nos tecidos, passando pela engenharia de
materiais, onde sdo desenvolvidos sistemas com propriedades adequadas a
determinadas aplicag6es no organismo. A evolugcédo atual dos biomateriais depende
dos avancgos das diversas areas, € de maneira global da biotecnologia e da ciéncia
dos materiais (Amaral, et al., 2003; Rangel, 2012).

De fato, os biomateriais sdo materiais desenvolvidos com o intuito de
melhorar a qualidade de vida dos seres humanos, possibilitando o tratamento,
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substituicdo e regeneracado de alguma parte do corpo para a qual este material foi
projetado, de forma que possa interagir sem vir a causar qualquer tipo de dano ao
corpo. Assim, materiais utilizados para a substituicdo e regeneragdo da estrutura
O0ssea enquadram-se na classe de materiais denominados biomateriais. Estes
materiais devem apresentar um conjunto de propriedades fisicas, quimicas e
biolégicas que permitam desempenhar a funcdo desejada, além de estimular uma
resposta adequada dos tecidos vivos. (Guastaldi & Aparecida, 2010)

A pesquisa em questdo envolve um biopolimero (Quitosana) e uma
bioceramica (Hidroxiapatita). Os biopolimeros constituem uma importante fonte de
materiais com grande versatilidade quimica e elevado potencial de aplicacoes. As
suas propriedades podem ser facilmente alteradas por diferentes métodos quimicos
e fisicos e permitindo a otimizacao e selegdo de propriedades importantes (Rangel,
2012). Ja as bioceramicas sao materiais biocompativeis mono ou policristalinos, que
apresentam fortes ligagdes quimicas entre os atomos constituintes, que se traduzem
em elevada dureza, elevada temperatura de fusdo, com fraca resisténcia a forgas de
tracdo, mas moderada resisténcia a forcas de compressdo e boa resisténcia ao
desgaste. Estes materiais podem ser de ocorréncia natural ou sintética e estdo entre
0S mais promissores biomateriais para arcaboucos de tecidos duros (Fontes, 2010;
Guastaldi & Aparecida, 2010).

2.3 Hidroxiapatita

Os fosfatos de calcio apresentam-se hoje como o0s principais materiais
estudados e empregados como biomaterial para a reposicdo e regeneracdao do
tecido dsseo, pois apresentam como principais caracteristicas: semelhanca com a
fase mineral de ossos, dentes e tecidos calcificados; excelente biocompatibilidade;
bioatividade; auséncia de toxicidade; taxas de degradacao Vvariaveis;
osteocondutividade (indicam o caminho para o crescimento désseo, fazendo que
ocorra sobre a superficie ou através dos poros) (Fontes, 2010). A tabela 1, relaciona

diversos fosfatos de célcio e suas ocorréncias em sistemas biol6gicos.
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Tabela 1- Ocorréncia dos fosfatos de calcio em sistemas bioldgicos.

Fosfato de calcio Ocorréncias

Hidroxiapatita (HA) Esmalte, dentina, osso, calculo
dentario e urinario

Fosfato de calcio amorfo (ACP) Célculo dentéario e urinario

Fosfato octacalcico (OCP) Calculo dentario e urinario

Mono-hidrogénio fosfato de calcio Célculo dentario e ossos
di-hidratado (DCPD) decompostos

Célculo dentério e urinario, pedras
Fosfato tricalcio (TCP) salivares, caries dentarias.
Calcificacao de tecido mole
Pirofosfato de calcio di-hidratado  Depdésitos de pseudo-gotas em fluidos
(CPPD)

Fonte: (Guastaldi & Aparecida, 2010).

A hidroxiapatita € um fosfato de calcio, e a bioceramica mais utilizada na
area médica e ocupa lugar de destaque por apresentar-se quimicamente e
estruturalmente muito similar a fase mineral do o0sso, preenchendo pré-requisitos
biolégicos importantes para sua interacdo com meios organicos. Além de ser o
constituinte mineral natural encontrado no osso representando de 30 a 70% da
massa dos 0ssos e dentes ( 55% da composi¢cdo de 0ssos, 96% da composicado do
esmalte dentario e 70% da dentina), correspondendo a cerca de 5% do peso total de
um individuo adulto (Camargo et al., 2009; Libonati et. al, 2014; Mavropoulos,1999).

Em 1926, foi observada a semelhanca entre os padrbes de difragdo de raios-
X dos nanocristais inorganicos do osso e de um composto de fosfato de calcio.
Apesar, do componente mineral do tecido 6sseo nao apresentar composicao
definida e mostrar variacées entre os estagios de maturacao e envelhecimento, sua
estrutura cristalina e razdo Ca/P assemelhavam-se as da hidroxiapatita,
apresentando ainda a presenca de ions Na*, Mg®* e COs* e em menor quantidade
K*, F e CI, podendo ser caracterizada como uma hidroxiapatita carbonatada de

Ca,, [], (PO, (CONHPO,), (OHCO,), [ ],

composicao representada por:
onde [ Irepresenta as possiveis substituicdes catidnicas.
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Figura 3- Arranjo de Hidroxiapatita e do colageno no tecido ésseo e semelhanga dos
padroes de difragdo de raios X do componente inorganico do tecido 0sseo e da
HA.(Guastaldi & Aparecida, 2010).

A hidroxiapatita é similar ao osso natural em relagdo a porosidade,
cristalinidade e a razao molar calcio-fésforo. A formula quimica Cas(PO4)3sOH, pode
escrita também como Cao(PO4)s(OH)2, mostrando que ha 2 unidades de férmula na
célula unitéria. Cristaliza-se no sistema hexagonal com grupo espacial P63m, onde P
indica que é um sistema hexagonal primitivo. Onde, a=b =9,43A, c=6,88A,a=b
= 90% e g = 60°. Os atomos de célcio estéo localizados em sitios ndo equivalentes,
sendo 4 no sitio | (Ca1) e 6 no sitio Il (Ca2), e os ions OH- ocupam os denominados

sitios canais, Figura 4 (Dalapicula et al., 2006).

Figura 4- Representacdo esquematicas da estrutura cristalina da hidroxiapatita
Cayo(PO4)s(OH): (Fontes, 2010).
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A estrutura cristalina da HA |he confere uma de suas mais importantes
propriedades, a facilidade de substituicbes catidnicas e anibnicas, sendo referida
como capaz de incorporar metade dos elementos da tabela periddica em sua
estrutura. fons Ca®* podem ser substituidos por um grande nimero de céations
metalicos mono e divalentes, tais como o K™ Na*, Mg?*, Mn?*, Ni**, Co?*, Cu®*, Zn?*",
Sr?*, Ba?*, Pb?*, Cd?*, Fe?*, e ons trivalentes de elementos terras raras. A diferenca
de valéncia causada por qualquer substituicdo requer uma redugdo na carga
aniénica para manter o balango de carga. lons PO,> podem ser substituidos por
ions AsO4%, SO4%, COs%, Si0s*, VO, e os fons OH- por fons COs%, F-, Cl-. Todas
as substituicoes podem alterar a cristalinidade, os parametros de rede, as
dimensdes dos cristais, a textura superficial, a estabilidade e a solubilidade da HA
que, por sua vez, alteram a degradacdo e o comportamento in vivo. O fon COs?
pode fazer tanto substituicbes no sitio do OH-, originando a denominada HA
carbonatada do tipo A, quanto no sitio do PO4*, originando HA carbonatada do tipo
B. Para estas substituicbes ocorrem efeitos opostos nos parédmetros de rede:
substituicdo do tipo A causa expansao no eixo a e contragdo no eixo ¢, enquanto
que a substituicao do tipo B causa contracdo no eixo a e expansao no eixo c. Além
disso, a substituicao do tipo B acarreta também a diminuicao do tamanho dos cristais
e da cristalinidade. As substituicdes catibnicas por Sr2+ e Mg2+ causam aumento da
solubilidade. Nos organismos vivos, sua facilidade de substituicbes catidnicas e
anidnicas faz com que a HA atue como reserva de calcio e fésforo e um sistema
regulador de diferentes ions nos liquidos corporais por meio de sua liberacao ou
armazenamento (Guastaldi & Aparecida, 2010; Dantas et al. 2011).

Nas ultimas décadas a hidroxiapatita tem sido extensamente estudada como
alternativa para aplicacées de implantes biomédicos e regeneragdo do 0sso, devido
a sua bioatividade, biocompatibilidade, porosidade e osteocondutividade. Alguns
autores afirmam que a caracteristica mais importante da HA é a osteocondutividade,
por permitir a reposicdo do novo tecido désseo, a partir do 0sso pré-existente,
funcionando como arcabougo para as células osteoprogenitoras se fixarem e
permitirem que o0s vasos sanguineos proliferem e levem o0s componentes
necessarios a formacao éssea, induzindo, assim, o crescimento ésseo no interior do
enxerto, promovendo estabilidade e manutencao do volume (Fontes, 2010; Landi et.
al, 2008; Chen et. al., 2002; Dantas et al. 2011).
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A hidroxiapatita em superficie porosa pode fornecer um substrato adicional a
proliferacdo do tecido 6sseo, permitindo a juncao, proliferacdo, migracdo e
expressao fenotipica de células ésseas, o que resultara em formagéo de novo 0sso,
em aposicao direta ao biomaterial Estas propriedades somadas a sua alta
capacidade de adsorver e/ou absorver moléculas fazem da hidroxiapatita um
excelente suporte para acao prolongada de drogas anticancerigenas no tratamento
de tumores ésseos (Horta, 2012; Mavropoulos,1999; Jones et al. 2009).

Apesar de todas as vantagens exibidas pela HA seu uso clinico é limitado
devido a fatores como limitagcbes mecanicas e sua lenta biodegradacdao, mesmo que
alguns autores considerem como positivo os padroes de reabsor¢cao e degradacao
lentos, em que se observam a neoformacgédo éssea ao redor das particulas de HA
(Chen et. al., 2002; Fontes, 2010).

A reabsorcao e biodegradagao das ceramicas de fosfato pode ser causada
por 3 mecanismos: dissolugédo fisico-quimica; desintegracédo fisica em pequenas
particulas, devido a ataque quimico preferencial dos limites de grdo; e fatores
bioldgicos, tais como os fagdécitos, o que diminui o pH locais. Estudos efetuados por
longos periodos de tempo tém mostrado que a HA comeca a ser reabsorvida
gradualmente ap6s 4 a 5 anos de implantagéo, e a reabsorcao é uma caracteristica
desejada para biomateriais nos quais o processo de degradacdao é concomitante
com a reposi¢cao do osso em formagao, como no caso de arcaboucgos (Finisie et al.,
2001; Dalapicula et al., 2006).

A aplicacdao da HA pura é limitada devido a propriedade mecanica, e sua
fratura fragil e muitos estudos tem tentado melhorar as propriedades mecanicas da
HA, e uma das alternativas é modifica-la por meio de combinagdo com polimeros,
tais como o &cido polilatico, o colageno, quitosana, polietileno. Entre estes
polimeros, os biopolimeros tém recebido muita atencdo no campo de aplicacoes
médicas, devido a sua excelente biocompatibilidade e biodegradabilidade
(Dalapicula et al., 2006; Chen et. al., 2002; Fontes, 2010).

2.4 AQuitosana

A quitosana € um tipo de polissacarideo e polimero natural, geralmente
obtido pelo processo de desacetilagdo da quitina. A quitina foi isolada pela primeira
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vez em 1811 por Braconnot, trinta anos antes do isolamento da celulose, a partir de
fungos. O nome quitina vem do grego “chiton”, que significa cobertura ou envoltura.
Amplamente encontrada na natureza, a quitina encontra-se na matriz da estrutura
esquelética de invertebrados, como artrépodes, anelideos, moluscos e celenterados,
em algas diatomaceas, e também esta presente na parede celular de alguns fungos,
como ascomicetos, zigomicetes, basidiomicetes e deuteromicetos. E provavel que
as futuras fontes de quitina e quitosana sejam originadas de inovagdes na
biotecnologia, especialmente quando o foco sao as aplicagées médicas (Chen et. al.,
2002; Rangel, 2012; Campana et al., 2007; Covas, 2006; Khor & Lim, 2003).

A quitina é um copolimero, poli-2-acetamida-2-desoxi- b - (1,4) -D-
glucopiranose, formado por unidades aleatérias ou de blocos de N-acetil-
glucosamina e N-glucosamina distribuidos ao longo da cadeia. Quando o numero de
N-acetil-unidades de glucosamina é menor que 50%, o biopolimero é denominado
quitina, por outro lado, quando este numero é mais elevado, o termo quitosana €&
utilizado, gerando um polissacarideo catibnico natural; ou seja, quando o grau de
desacetilagdo de quitina atinge cerca de 50% (dependendo da origem do polimero),
torna-se soluvel em meio acido aquoso e é chamado de quitosana. A molécula de
quitosana é um copolimero composto por N-acetil-2-amino-2-desoxi-D-glucopiranose
e 2-amino-2-desoxi-D-glucopiranose, Figura 5, onde os dois tipos de unidades de
repeticdo estdo ligadas por (1—4)-B-glicosidica, estas unidades estao distribuidas
em diferentes graus de acordo com o grau das porg¢des acetiladas, dependendo da
fonte e procedimento de preparacéo, o grau de desacetilacdo pode variar de 50% a
95% e o peso molecular pode variar de 300 a cerca de 1000 kDa. (Finisie et al.,
2001; Khor & Lim, 2003; Jiang et al., 2008; Rinaudo, 2006).

OH OH

quitina quitosana

Figura 5- Estrutura da quitina e quitosana. (Silva et. al, 2006).
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A quitosana tem sido pesquisada em varias aplicacdes, por ser encontrada
em varias formas no que se refere ao peso molecular médio e grau de
desacetilagdo, devido a ampla gama de compostos abrangidos por este termo. Esta
diversidade € aumentada exponencialmente pela facil modificagdo quimica da
quitosana, uma vez que, este biopolimero catiébnico possui solubilidade em acidos
diluidos, tornando-se soluvel em solugdes aquosas, tendo capacidade de ser
moldada em varias geometrias e formas, tais como: géis, membranas, nanofibras,
microparticulas, e arcaboucos com estruturas porosas, adequadas para manipular e
reconstituir a estrutura e funcao do tecido. (Piai, 2008; Baldino et. al. 2014; Khor &
Lim, 2003; Rinaudo, 2006; Chen et. al., 2002; Martino et al.,2005; Laus et al., 2006).

Diferentes métodos tém sido utilizados para preparar particulas de quitosana
dentre elas tem-se: a separagdo de fase (coacervagdo), técnica de
evaporacao/extracao de solventes, a técnica emulsdo cross-linking, secagem por
pulverizacdo e gelificacdo ionotropica. Na técnica de gelificagdo idnotropica a
quitosana é dissolvida numa solucdo acida, esta solucdo é entdo desprendida da
agulha, gota a gota, e ficam dispersas numa solucdo coagulante, sob agitacao
constante. A reacao entre as espécies de carga oposta, faz com que o quitosana se
submeta a gelificacdo i6notrépica e precipitando na forma de particulas esféricas.
(Kean e Thanou, 2010; Dash et al., 2011; Baldino et al., 2014).

A quitosana oferece grandes possibilidades ser empregada em aplicagdes
biomédicas, uma vez que possui caracteristicas interessantes tais como:
biocompatibilidade, biodegradabilidade, natureza antibacteriana intrinseca. De modo
que, a quitosana vem sendo estudada em aplicagdes na engenharia de tecidos, em
especial no campo da engenharia de tecidos ésseos. Caracteristicas interessantes
que tornam a quitosana apropriada para esta finalidade é seu baixo custo,
disponibilidade em larga escala, biocompatibilidade, minima reacdo como corpo
estranho, natureza antibacteriana intrinseca, e a capacidade de ser moldada em
estruturas porosas, adequadas para o crescimento para dentro de células e permitir
osteoconducao (Chen et. al., 2002; HUANG et. al, 2005; Li & Jiang, 2004; JIANG et
al., 2008; Baldino et. al. 2014).

Na area farmacéutica, a quitosana pode proporcionar fatores morfogénicos e
liberagédo de agentes farmacéuticos, de forma controlada, devido a sua favoravel
propriedade gelificante, n&o-toxicidade, mucoadesividade, tendo capacidade de

manipular e reconstituir a estrutura e funcéao do tecido, apresentando consideraveis
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implicacbes clinicas. E, tem sido utilizada como um transportador potencial para
administragdo prolongada de farmacos especificos e macromoléculas, e em
formulagbes de administragéo oral, nasal, transdérmica e topica, e na obtencéo de
nanopoarticulas para veiculagdo de proteinas, vacinas e DNA. A quitosana em
formato de esferas permite que o farmaco seja encapsulado e a liberacdo ocorra em
lugar especifico do tratamento, através de fatores que podem ser manipulados para
atingir o perfil de liberacdo desejado, tais como: escolha da formulagdo de varias
combinagdes do farmaco/polimero, a quantidade do farmaco, a cinética de liberacao,
0 método de microencapsulacdo, o peso molecular do polimero, a morfologia da
particula (tamanho e forma) e etc (Martino et. al., 2005; Kean e Thanou, 2010; Sinha
et al., 2004; Jayakumar et al., 2011; Maheshwari, et al., 2006).

Para melhorar as propriedades mecénicas e/ou biolégicas da quitosana, tem
sido sendo amplamente estudada a mistura com outros polimeros. Um polimero que
merece destaque neste aspecto € a gelatina, uma vez que, quando misturada com a
quitosana pode melhorar a atividade biologica, permitindo a ades&o celular e
migracdo, além de formar um complexo polielectrolitico. Arcaboucos de gelatina-
quitosano tem sido formado e testado em varios tecidos, incluindo regeneracéao de
pele , cartilagem, e osso (Huang et. al, 2005).

2.5 Biocompdsitos de Quitosana e Hidroxiapatita

Os compdésitos sao materiais cuja composicao contém dois ou mais tipos de
materiais diferentes, provenientes das classes convencionais (metais, ceramicos e
polimeros). Normalmente sédo utilizados quando a aplicagdo exige uma combinagao
de propriedades que nado podem ser obtidas se os materiais forem usados
isoladamente. Portanto, devido as limitacoes préprias de cada um dos biomateriais,
tem sido investigada a combinagdo de materiais de diferentes caracteristicas para
construgdo de biocompdsitos arcaboucgos, para aplicacdes especificas, como em
aplicacbes de engenharia de tecido 6sseo. O desenvolvimento de biomateriais
compodsitos tem como objetivo combinar as propriedades individuais de cada
material, e otimiza-las podendo proporcionar adequadas propriedades mecanicas,
quimicas, morfoldgicas, e bioldgicas, como taxas de degradacdo e absorcéo,
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bioatividade e biodegradabilidade (Ratner et al., 2004; LI et al., 2007; Matos et. al.,
2013).

Do ponto de vista bioldgico, a formagdo de um biocompdsito a partir da
combinacao entre fragdo de polimeros e ceramicas, para fabricacdo de um
arcabouco na perspectiva de regeneracdo éssea, € uma estratégia natural e
biomimética, jA que o osso consiste da combinagdo de um polimero natural
juntamente com uma apatita natural. E, do ponto de vista de ciéncias dos materiais,
a combinagdo de materiais como polimeros e ceramicas pode gerar um material
composito que possibilite a otimizacdo de propriedades destes materiais, tornando-
se mais adequado a aplicacdo desejada (Chen et. al.,, 2002; Chen et al., 2008;
Sampaio, 2014).

Atualmente, existem varios biomateriais utilizados no desenvolvimento de
arcaboucos, cada um deles com as suas vantagens e desvantagens. A presente
pesquisa focou seu estudo na utilizacdo de um biocompésito formado por
hidroxiapatita combinada com quitosana. Compoésitos formados por fases
inorganica/organica, como compostos a base de calcio e polimeros, para uso
potencial como materiais substitutos do tecido ésseo, geram vantagens, tais como:
otimizagdo de propriedades mecéanicas e biolégicas, melhoramento do potencial
osteogénico, e inibicdo da migracdo dos compostos de calcio, além de obter elevada
bioatividade e propriedades de ligagdo. Os estudos a partir de materiais compdsitos
a base de polimero para obter biomateriais inteligentes, tém mostrado resultados
consideraveis em muitas aplicacdbes de engenharia de tecidos, tais como,
substituicdo éssea e aplicacdes periodontais (Chen et. al., 2002; Khor & Lim, 2003,
Rusu et. al., 2005).

As pesquisas desenvolvendo biocompositos formados por hidroxiapatita
(HA) e quitosana, tem mostrado resultados significativos em relagcado & formagao de
arcaboucos para regeneracdo Ossea. No entanto, ainda se faz necessario o
desenvolvimento adequado em relagdo a propriedades como porosidade e
propriedade mecanicas. Além disso, a morfologia final dos compoésitos € uma outra
propriedade importante que influencia a funcionalidade destes materiais; ela é
afetada por condicbes de reacdo, tais como: concentragdo, temperatura, pH,
conformacédo 3D, tempo e interacdo. Geralmente, a morfologia do compdésito pode
variar amplamente dependendo da versatilidade geométrica fornecida pela matriz
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polimérica (filmes, micro e nanoparticulas, membranas, cimentos, etc.) e a aplicacao
pretendida (Chen et. al., 2002; Peniche et. al, 2010; Huang et. al, 2005).

2.6 Arcaboucos

A engenharia de tecidos tem atraido muitos cientistas com o intuito de tratar
doentes de uma maneira minimamente invasiva e menos dolorosa, aplicando
métodos derivados da engenharia e da biomedicina, para a producéo e constru¢oes
artificiais direcionadas a regeneracao de tecidos. Além disso, o0 objetivo geral da
engenharia de tecidos € isolar as células especificas de um paciente, e cultiva-las
em uma estrutura tridimensional biodegradavel, em condicées controladas, podendo
ser transplantado para o local desejado no corpo do paciente, promovendo, assim, a
formacao de um novo tecido (Baldino et. al. 2014; Fontes, 2010; Barbanti et. al,

2005), como mostra a Figura 6, abaixo.
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Figura 6- Representagdo esquematica da engenharia de tecidos, onde populagdes de
células especificas sao isoladas e cultivadas em um arcabougo biodegradavel (Barbanti et.
al, 2005).

A estrutura tridimensional biodegradavel é denominada de arcaboucos, que
sao estruturas artificiais porosas com composicdo e morfologia pré-determinadas,
em que células sdo implantadas e capazes de suportar a formacao de tecido em trés
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dimensdes, podendo ser substitutos biolégicos para restaurar, manter ou melhorar
as funcbes de tecidos. Desse modo, estes suportes devem ser biocompativeis,
biodegradaveis, porosos, além de possuirem taxa de degradacao correspondente a
taxa de regeneracdo do tecido novo. De modo que, os arcabougos devem
proporcionar suporte mecanico e vascular temporario para a regeneracao do tecido,
enquanto o tecido em crescimento esta sendo formado. (Almeida & Bartolo, 2014;
Fontes, 2010).

O maior desafio na construgao de um arcaboucgo € estabelecer um equilibrio
adequado entre a porosidade e o desempenho mecanico dos arcaboucos. Uma vez
que, na engenharia de tecidos, a formacao de tecido com propriedades desejaveis
depende fortemente das propriedades mecéanicas dos arcabougos, a nivel
macroscopico e microscopico. Macroscopicamente, o arcaboug¢o deve suportar
cargas para fornecer estabilidade para os tecidos ao mesmo tempo em que eles
estdo sendo formados, cumprindo sua funcdo de manutencao de volume. Em nivel
microscdpico, o crescimento e diferenciacao celular e a formacéo de tecido final é
dependente da carga mecénica de entrada das células. Assim, o arcabougo tem que
ser capaz de resistir a cargas especificas e transmiti-las de forma adequada para as
células e os tecidos em crescimento e circundantes (Almeida & Bartolo, 2014; Fook,
2012).

As tentativas de produgcdo de diferentes materiais biol6gicos (0ssos,
cartilagens, nervos, tenddes, vasos, valvulas cardiacas, da pele, etc) mostram que
cada tipo de tecido exige diferentes caracteristicas morfoldgicas e requisitos que
dependem principalmente do tecido a ser restaurado, da localizacdo e do tamanho
do defeito a ser tratado. Os requisitos para o material ser utilizado em aplicagbes em
engenharia de tecidos sdo complexos e em muitos casos, ndo ha consenso entre a
comunidade cientifica sobre as caracteristicas especificas que estes devem possuir
para uma aplicacao particular. No entanto, existem algumas caracteristicas gerais
que sdo comuns a todos os tecidos, e que o material do arcaboucgo deve possuir,
sendo:

e Ser biocompativel, ou seja, 0 material do arcabouco e os seus produtos
de degradacdo, ndo podem provocar uma resposta do sistema
imunitario do corpo ou possuir qualquer substancia téxica;
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e Ter propriedades mecéanicas adequadas, i.e. 0 arcabougo deve possulir
uma resisténcia mecanica suficiente para suportar tensdes existentes
no ambiente onde é implantado;

e Ter uma degradacdo controlada, porque os tecidos tém diferentes
taxas de regeneracao, a taxa de degradagao do arcabougo tem que ser
ajustada ao tecido a ser reparado, levando-se em conta que as
propriedades mecanicas deste também diminuem com a degradagao;

e Ter tamanho e morfologia dos poros apropriada, uma vez que, a
porosidade, o tamanho e a estrutura dos poros sao fatores com grande
importancia no transporte de nutrientes (Fontes, 2010; Baldino et. al.
2014; Horta, 2012).

A fabricacdo dos arcaboucos tem um papel critico na criagdo de um novo
tecido quer seja in vivo ou in vitro, e tem como fungbes principais promover a
migracao e adesao celular e fornecer fatores bioquimicos, para permitir a difusdo de
nutrientes vitais as células e exercer influéncias mecéanicas e biologicas para
modificar o comportamento da fase celular, tendo a funcado de tentar replicar as
funcdes das matrizes extracelulares compreendendo a sua estrutura, interacdo com
as células e principais suas fungdes (Fook, 2012; Bohner, 2000).

Existem varios biomateriais utilizados no desenvolvimento de arcaboucgos,
cada um deles com as suas vantagens e desvantagens. E, os trés principais tipos de
materiais investigados para o uso em arcaboucos sao: os polimeros naturais, tais
como quitina, quitosana, amido, colageno; os polimeros sintéticos, a base de
Poliacido latico (PLA), Poliacido glicélico (PGA) e seus copolimeros (PLGA); e
ceramicas, tais como hidroxiapatita (HA) e B-fosfato tricalcio (8- TCP). Os polimeros
naturais oferecem grande potencial em termos de biocompatibilidade, porém podem
existir grandes variagdes em seus grupos como também inadequado desempenho
mecanico. As ceramicas também sdo muito utilizadas em funcdo da alta
biocompatibilidade e semelhanga com o componente inorganico natural dos 0ssos,
entretanto, sdo inerentemente frageis o que limita sua aplicabilidade. Em func¢do das
limitagbes proprias de cada um dos biomateriais, tém sido investigada a combinacao
de materiais de diferentes caracteristicas na construcdo de arcabougos. E, para
arcaboucos empregados em regeneracdo de tecidos dsseos, destacam-se 0s
compositos de PCL — HA, PGA — HA e colageno — quitosana, e compdsitos



40

formados por HA/quitosana. Estas combinacdes tem como objetivo melhorar as
propriedades mecanicas, taxas de degradacdo e absorcdo, os indices de
biocompatibilidade e biodegradabilidade dos arcabougos (Fontes, 2010; Buckley e
O’Kelly, 2004; Chen et. al., 2002; Chen et. al., 2013).

2.7 Métodos de fabricacao de arcaboucos e agregacao de particulas

O desenvolvimento dos arcaboucos envolve um grande numero de
tecnologias para producao de estruturas adequadas fisicamente e em relacdo a
biocompatibilidade e biodegradabilidade. As técnicas de fabricacdo de arcaboucos
dependem das propriedades dos materiais envolvidos e da funcao final desejada, e
diversas técnicas tém sido estudadas e desenvolvidas para atender as propriedades
necessarias para uma aplicacao ser efetiva. (Fontes, 2010; Murphy e Mikos, 2009;
Martino et. al., 2005; Duarte, 2009).

A técnica selecionada para o processamento do arcabougo, deve garantir
que todas as caracteristicas do arcabougo sejam cumpridas, portanto, devera
atender aos seguintes critérios: o processamento ndo pode afetar as propriedades
dos materiais, mais precisamente a biocompatibilidade; a técnica deve ser o mais
precisa possivel, para que permita uma boa obtencao de propriedades, sobretudo a
porosidade e o tamanho, a distribuicdo e a interconectividade dos poros; a
reprodutibilidade do processamento e das propriedades deve ser garantida.
(Salgado et al., 2004; Tavares, 2014)

Foram desenvolvidas varias técnicas de processamento com o objetivo de
produzir arcabougos com propriedades adequadas para a engenharia de tecido
0sseo, entre as mais utilizadas podem referir-se: a técnica baseada na evaporacéo
do solvente, a eletrofiliagcdo ou eletrospinning, a prototipagem rapida, e a técnica de
separacado de fases termicamente induzida (TIPS) combinada com a liofilizacao.
Cada método apresenta distintas vantagens e desvantagens, e nao existe uma
técnica que seja universal para todas as aplicagdes, entdo, as propriedades do
arcabouco devem ser priorizadas, de modo a selecionar o método de fabricacao
mais apropriado, bem como se deve considerar o tempo e o custo de producao.
(Salgado et al., 2004; Tavares, 2014; Fontes, 2010; Murphy e Mikos, 2009).
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O método utilizado para desenvolver os arcaboucos desta pesquisa, foi o
método de gelificacdo ionotropica combinado com o de agregacao de particulas. A
técnica de geleificagao ionotrépica consiste na reticulagdo ibnica de grupos do
polimero com contra-ions multivalentes, formando particulas esféricas. As particulas
sao formadas apds a solucédo polimérica ser lancada através do orificio de um tubo
fino ou seringa em uma solucéo reticulante para formar as microgotas, cujo tamanho
serd dependente do didmetro do orificio e da velocidade de saida do material
(Queiroz, 2011; Donbrow, 1992; Silva et. al, 2003).

Particulas de quitosana tém sido preparadas por geleficacao ionotrépica, de
modo que, a quitosana é dissolvida numa solugcdo acida aquosa tornando a
quitosana soluvel, e esta solugédo € entdo desprendida de uma agulha, gota a gota,
em que, ficam dispersas numa solucdo coagulante, sob agitagdo constante. A
reacao entre as espécies de carga oposta, faz com que a quitosana se precipite na
forma de particulas esféricas. Ko et al. (2002) prepararam microesferas de quitosana
pela técnica de gelificagéo ionotrdpica utilizando o tripolifosfato como agente fisico
de reticulacdo, encapsulando a felodipina. A liberacdo do farmaco a partir das
microesferas de quitosana reticuladas com tripolifosfato (TPP) diminuiu quando o
tempo de reticulacdo foi aumentado. Esta técnica é interessante para obtencao de
particulas esféricas com didmetros controlados. E promover estudos de como
combina-la com outras técnicas, como a agregacado de particulas, pode ser uma
alternativa importante para obtencao de estruturas tridimensionais com composi¢des
pré-definidas (Queiroz, 2011; Sinha et al., 2004; Jayakumar et al., 2011; Lourenco,
2006; Balan e Verestiuc, 2014; Lacerda et al., 2014).

Uma abordagem inovadora para desenvolver arcabougos esta baseada no
método de agregacao de particulas esféricas por meios fisicos ou quimicos. Esta
técnica mostra-se interessante por permitir um controle da porosidade através do
didmetro das particulas, devido aos intersticios quando as particulas sao
aglomeradas. Outra vantagem € a possibilidade de incorporar grandes quantidade
de moléculas no interior das particulas, de modo que, além de, fornecer um suporte
fisico para adesao celular, poderiam servir como carreadores para liberacdo de
agentes bioativos, tais como farmacos. (Malafaya et. al., 2005; Gomes et al., 2005;
Fidéles, 2014). Sinha et al., 2004 e Malafaya et. al., 2005 produziram arcaboucos de
gitosana pelo método de agregacdo de particulas para avaliar o potencial de
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aplicacdo como biomaterial em engenharia de tecidos, e observou adequada

morfologia, estabilidade mecéanica e biocompatibilidade in vivo.

2.8 Dexametasona

A Dexametasona (DEX) é 9-a- fluor-11B-, 17a, 21-triidroxi-16a-metilpregna-
1,4-dieno-3, 20-diona, cuja formula estrutural esta apresentada na figura 7, tem
formula molecular CooHo9FOs, € massa molar de 392,47 g/mol. (Bergamin, 2008;
Ferrony, 2009).

OH

O

Figura 7- Estrutura quimica da dexametasona. (Ferrony, 2009).

A dexametasona é um potente corticosterdide sintético, derivado do nucleo
ciclopentanoidrofenantreno que apresenta atividade glicorticéide e antinflamatéria. E
um derivado fluorado da prednisolona e isbmero da betametasona podendo ser
caracterizada como um pd cristalino branco ou quase branco e inodoro,
praticamente insoluvel em agua (solubilidade em agua é de 1 mg/ml); facilmente
soluvel em etanol, acetona, dioxano e metanol; levemente solavel em cloroférmio e
em éter. Apresenta ponto de fusdo entre 268° e 271° C com decomposi¢do. Seu
coeficiente de particao é de 1,33, determinado em sistema octanol/ tampéao fosfato
pH 7,4 a 37°C. A poténcia anti-inflamatéria de dexametasona foi estimada como 25
vezes maior do que a hidrocortisona. A dose de DEX varia de 4 mg a 20 mg / dia.
(Mosna et al., 2010; Ferrony, 2009; Farmacaopéia Brasileira; Bergamin, 2008).

A dexametasona apresenta-se em 4 formas diferentes, sendo elas: na forma
de acetato de dexametasona, isocotinato de dexametasona, fosfato sédico e
tebutato. No Basil , segundo o DEF 2006/7, é comercializada na forma de
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comprimidos, elixir, solugao e suspensao injetavel, solucdo nasal ou creme; e,
encontra-se nestas formulagcdes na sua forma livre, de acetato ou fosfato de sédio,
de acordo com as suas caracteristicas de solubilidade. (Ferrony, 2009; Bergamin,
2008).

Dente os (glicorticbides de acédo sistémica, a dexametasona € o
glicocorticéide sintético, e agente anti-inflamatério, que apresenta a maior poténcia,
com agéao prolongada, sua atividade bioldgica tem duragdo maior que 48 horas e
atividade glicocorticoide 30 vezes superior a hidrocortisona. E utilizada
sistematicamente no tratamento de doencas agudas ou crbnicas inflamatdrias,
imunilégicas e alérgicas. Para além do uso clinico comum, como agente anti-
inflamatério para doencas inflamatérias ou apods cirurgias, a dexametasona é
rotineiramente utilizada em meios osteogénicos para estimular a diferenciacao de
células estaminais mesenquimais no sentido da linhagem ostedgica. Uma
concentracao tipica de Dex utilizada para inducao da diferenciacao osteogénica € de
10 a 100 nmol / L. Na concentracdo de 10 nmol/ L tem mostrado regular
compromisso em formar progenitores derivados de células pulpares para dar origem
a células de odontoblastos. Diversos grupos de pesquisa tém utilizado este farmaco
para induzir a mineralizacdo das células estaminais dentérias, incluindo células
estaminais da polpa dentéria in vitro (Silva, 2006; Bergamin, 2008; Sun et al, 2007;
Ferrony, 2009; Silva et al., 2008; Ho et. al., 2014; Mosna et al., 2010; Shertha et. al.
2015).

O uso continuo deste glicocorticéide, na forma sistémica e/ou tépica
apresenta algumas desvantagens como o surgimento de efeitos indesejaveis, e em
longo prazo, o surgimento até mesmo de doengas crbénicas degenerativas como, por
exemplo, diabetes melittus tipo 2 e obesidade viceral. Levando-se em consideracao
os efeitos adversos apresentados por este farmaco, alguns estudos estdo sendo
desenvolvidos com o objetivo de aumentar a eficacia da dexametasona, diminuindo
seus efeitos adversos. A literatura tem indicado o desenvolvimento de alguns
sistemas de liberacdo modificada contendo dexametasona, com o objetivo de
otimizar a acado terapéutica e reduzir os efeitos colaterais. Devido a dexametasona
apresentar estabilidade in vitro, sendo apropriada para utilizacdo em sistemas de
liberacdo controlada de farmacos de agao prolongada (Silva, 2006; Bergamin, 2008;
Sun et al, 2007; Ferrony, 2009).
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Kumar et al. (2008) realizaram a avaliagdo de comprimidos matriciais
contendo dexametasona, com liberacdo controlada pela presenca de goma guar. A
liberacdo controlada desse farmaco também foi descrita por Galeska et al. (2005),
em um estudo baseado no desenvolvimento de microesferas de poli(acido latico-co-
glicolico) contendo dexametasona, na presenca de poli(alcool vinilico). Outros tipos
de sistema de liberacdo modificada sdo descritos por Bossa et al. (2008), no qual a
liberacdo de dexametasona € mediada por eritrécitos e por Kim et al. (2003), com o
desenvolvimento de membranas de policarbonato-poliuretano que retardam a
liberacao do farmaco.

Segundo Duarte et. al., (2009b), estudos foram propostos utilizando a
dexametasona impregnada em arcaboucos de quitosana em diferentes condigdes de
operacao, a fim de otimizar o processo de impregnacao, foi visto que a presséo e a
temperatura afetam a densidade do polimero e a solubilidade do farmaco na fase
fluida, por conseguinte, estes sao dois parametros importantes para serem
estudados. Duarte et. al., (2009b) estudou esponjas de quitosana preparadas por
liofilizacdo e impregnados com composto ativo, sob pressées de 8,0 até 14,0 MPa e
temperaturas de 35 até 55 ° C.

Turkoglu, et al. (2005) desenvolveu microesferas de quitosana carreada com
dexametasona, usando o método de evaporacdo de solvente. E, observou que as
microesferas resultantes proporcionaram uma libertagdo por um periodo dependente
de suas proéprias propriedades fisico-quimicas e da substancia ativa; como também,
nao houve nenhum efeito de degradacdo do ingrediente ativo; e, os efeitos
secundarios do material ativo foram minimizados por causa de encapsulacao para as

formulagdes das microesferas.

2.9 Curcumina

A Curcumina € um farmaco composto, 1,7-bis (4-hidroxi-3-metoxifenil) -1,6-
heptadien-3,5-diona, de origem natural obtido a partir da Curcuma longa Linn,
vulgarmente conhecida como curcuma, e do agafrao, sendo o componente principal,
cerca de 80%, destes rizomas. Esta substancia de formula quimica C12H200¢ (Figura
1), € um polifenol hidrofébico que apresenta baixo peso molecular (368,37 g/mol) e
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ponto de fusdo variando entre 170-183°C (Rodriguez et al., 2014; Parize et al., 2012;
Priyadarsini, 2009).

HO OH
OCHs H3CO

Figura 8- Estrutura quimica da curcumina. (Rodriguez et al., 2014).

Os dois anéis benzeno com grupos orto-metoxi e OH fendlicos estéo ligados
simetricamente em conjugacdo com a porcdo de [-Dicetona, que confere
propriedades interessantes para a molécula curcumina, tanto no estado sélido
quanto em solucdo. A funcionalidade [-Dicetona também ¢é responsavel pela
transferéncia de atomo de hidrogénio intramolecular, e conduz a conformacgdes
tautomicas ceto e enol, e estes podem também existir em formas tautoméricas
diferentes, formas cis e trans (Priyadarsini, 2009).

A Curcuma longa L., que da origem a curcumina, apresenta coloracao com
pigmento alaranjado, é amplamente utilizado no sudeste da Asia, e dtil para fins
culinarios e medicinais. Além da curcumina, outros componentes podem ser
extraidos do rizoma da Curcuma Longa L., Figura 9, e também apresentam atividade
biolégica, sdo eles a demetoxicurcumina (10 a 15%) e o cloreto de bis-
desmetoxicurcumina (5%). A curcumina comercial € uma mistura de curcuminéides,
contendo aproximadamente 77% de curcumina, 18% de demetoxicurcumina e 5% de

cloreto de bis-desmetoxicurcumina (Rodriguez et al., 2014; Anand et al., 2008).
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Figura 9- Estrutura quimica dos pigmentos curcumindides da Carcuma longa L. (Almeida et
al, 2008).

A curcumina provoca grande interesse farmacolégico por apresentar
importantes propriedades, sendo: antioxidante; anti-inflamatério; antibacteriana;
antisséptico;  antiparasitarios; antimalarica; além de possuir atividades
anticancerigenas, como quimiopreventivo e quimioterdpico no tratamento de
diversos tipos de cancer. Além disso, a curcumina apresenta seguranca
farmacolégica, ou seja é extremamente segura, mesmo em doses muito elevadas.
Combinando essa caracteristica com o custo relativamente baixo, torna a curcumina
um agente extremamente atraente para pesquisas (Parize et al., 2012; Priyadarsini,
2009; Anand et al., 2008; Aggarwal & Harikumar, 2009).

Desde 1974, que se conhece a atividade antibacteriana in vitro do extrato
alcodlico de clrcuma, da curcumina e de seus 6leos essenciais contra as bactérias
gram-positivas. E, hoje a curcumina apresenta grande potencial terapéutico e se
mostra promissora no tratamento de doencas crénicas onde a inflamagéao
desempenha um papel importante. Estas doengas incluem a doenga de Alzheimer,
doenca de Parkinson, esclerose mudltipla, HIV, inflamacdes cronicas, psoriase,
estresse oxidativo, fibrose cistica, diabetes, obesidade, depressao, além do seu
grande potencial no tratamento de diversos tipos de cancer (Parize et al., 2012; Li et
al,. 2013, Rodriguez et al., 2014; Anand et al., 2008; Aggarwal & Harikumar, 2009).

A atividade anticancerigena da curcumina tem sido sugerida como um

agente terapéutico para a prevencado e tratamento de uma grande variedade de
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diferentes tipos de céncer incluindo cancer de mama, cancer oral, cancer de
es6fago, linfoma, cancer gastrico, cancer de colo uterino, cancer intestinal, cancer
hepatico, cancer de pancreas, leucemia, cancer colo retal , cancer de bexiga,
melanoma, cancer de rim, cancer de ovario, cancer de préstata, sarcoma, cancer
uterino, cancer de pele, cancer neurolégico, cancer no cérebro e cabeca, e até
mesmo o cancer ésseo (Li e Zhang, 2014; Chuah et al., 2014, Yadav et al., 2012;
Naksuriya et al., 2014).

Um fator que limita a utilidade terapéutica da curcumina € a sua solubilidade,
uma vez que € praticamente insolivel em 4gua, apresenta baixa solubilidade em
solugdes aquosas de acido, mas tem boa solubilidade em solugdes de pH basico e
em solventes tais como etanol, acetona, cloroférmio e dimetilsulfoxido. Sendo assim,
a aplicacédo da Curcumina € limitada em agua e em solugéo aquosa a pH basico, por
sofrer hidrélise e degradacao quimica; j& em pH acido e em solugdes aquosas de
alcool a curcumina é estavel. Quantificando, temos que, a solubilidade maxima da
curcumina em solugdo tampao aquoso é supostamente apenas 11 ng/ mL; em pH
neutro € demasiadamente baixo para quantificar; e também degrada rapidamente
em solucdo tampao neutro ou alcalino. A solubilidade da curcumina pode ser
aumentada pela modificacdo quimica ou derivatizagdo, tais como complexacao ou
interacdo com macromoléculas, tensoativos e copolimeros. Estudos indicam que a
estabilidade da curcumina aumentou apds a adi¢cdo de surfactantes e ciclodextrinas
(Parize et al., 2012; Li et al,. 2013; Priyadarsini, 2009; Aggarwal & Harikumar, 2009).

A curcumina também apresenta baixa biodisponibilidade que ocorre tanto
em animais quanto em seres humanos. E, as principais razdes atribuidas a baixa
biodisponibilidade sdo a ma absorcdo, o metabolismo e a eliminacdo sistémica
rapida, a instabilidade quimica, e a susceptibilidade metabdlica. Portanto, é
extremamente importante o estudo e desenvolvimento de sistemas de drogas que
aumentem a biodisponibilidade, a solubilidade e a estabilidade quimica da
curcumina. Para aumentar a biodisponibilidade da curcumina, tém-se estudado
alternativas utilizando substancias terapéuticas tais como a piperina; ou protegendo
a curcumina da degradacao e do metabolismo antes de atingir o alvo, por meio do
uso de nanoparticulas, tais como: polimeros, nanogéis, lipossomas/fosfolipidio, entre
outros (Aggarwal & Harikumar, 2009; Parize et al., 2012; Li et al,. 2013; Priyadarsini,
2009).
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Estudos realizados associando a curcumina a um polimero, como a
quitosana, demonstram resultados animadores em relagdo a biodisponibilidade e
estabilidade do farmaco. E, a interagdo entre a curcumina e a quitosana se da por
meio de forgas eletrostaticas, podendo haver também formagédo de ligacdes
intermolecular, do tipo pontes de hidrogénio. A quitosana, além de melhorar a
biodisponibilidade e estabilidade do farmaco curcumina, pode ser utilizada para
desenvolver sistemas de liberagdo controlada para tratamento de cancer, como
estudado por Rejinolde, et al.(2011), que observou que a curcumina modificada
quimicamente com tripolifosfato de sédio pode ser benéfica para o tratamento de
cancer (Boruah et al.,2012; Akhta et al., 2012).

2.10 Liberacao controlada de farmacos

O principal objetivo de um farmaco, quando administrado, € atingir
concentragdes plasmaticas ou niveis de concentragdes adequadas nos tecidos,
devendo ser terapeuticamente efetivo e ndo tdéxico, por um longo tempo. Porém,
quando um farmaco € administrado, em um ser humano ou animal, apenas uma
pequena fracdo da dose atinge o tecido alvo, e a maior parte é desperdicada, devido
a sua distribuicao por outros tecidos e a sua metabolizagdo ou excrecao antes de
atingir o local de acao. Neste contexto, o termo “farmaco” engloba todos compostos
bioativos administrados com intuito terapéutico, desde moléculas de baixo peso
molecular a proteinas e a material genético (Silva, 2012; Coimbra, 2010; Henrique
et. al., 2007; Coimbra, 2010).

Devido as limitagdes em relagdo a administracdo de farmacos, nas ultimas
décadas, atencdo consideravel esteve voltada para o desenvolvimento de novos
sistemas de transporte de drogas, principalmente, porque a utilizacdo da maioria dos
compostos terapéuticos é sempre limitada pela impossibilidade de aumento de
dosagem (Henrique et. al., 2007; Coimbra, 2010).

A libertacdo controlada implica na associacdo, quimica ou fisica, dos
farmacos com materiais biocompativeis em sistemas que, quando administrados in
vivo, tenham a capacidade de controlar, de forma pré-determinada, a taxa de
libertagéo/entrega do farmaco a partir desse mesmo sistema, e/ou conduzir o
farmaco até ao sitio especifico em que este deve atuar. A libertacdo controlada de
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farmacos tem como objetivo principal o controle temporal e espacial, in vivo, da
concentracao de farmacos para que o beneficio clinico da administracdo destes seja
maximizado e os efeitos adversos minimizados (Henrique et. al., 2007; Coimbra,
2010).

Os sistemas de liberacdo controlada (SLC) sdo sistemas promissores em
relacdo ao aumento da eficacia terapéutica de um farmaco através da manutencéo
de niveis dos farmacos dentro da faixa terapéutica, diminuindo significativamente a
toxidade e reduzindo a necessidade de varias doses, em relagdo ao sistema

convencional; isso leva consequentemente a melhor adesdao do paciente ao

tratamento, Figura 10, (Silva, 2012).
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Figura 10- Comparacao entre as variagdes de concentracao de farmacos administrados por:
(a) métodos convencionais de multidosagem e, (b) sistemas de liberagédo controlada. ( A:
administracao do farmaco). (Berwig, 2006).

A utilizacdo de um sistema de liberacdo controlada representa uma das
fronteiras da ciéncia, a qual envolve diferentes aspectos multidisciplinares e pode
contribuir para o desenvolvimento da saude humana. A liberagdo controlada de
farmacos apresenta diversas vantagens em relagdo aos sistemas convencionais, de
forma que, além de promover a reducdo do numero de aplicacbes e

consequentemente diminuicdo de reagdes adversas, aumentando a seguranca de
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sua acao, esses sistemas oferecem: maior eficacia terapéutica, com liberacédo
progressiva e controlada do farmaco; diminuicdo da toxidade e maior tempo de
permanéncia do farmaco na circulagdo; administragdo segura e conveniente (menor
namero de dose); direcionamento a alvos especificos, sem imobilizagdo significativa
das espécies bioativas, e possivel incorporacdo tanto de substancias hidrofilicas
como lipofilicas (Ferrony et. al., 2012; Azevedo, 2002).

O desenvolvimento de um SLC eficaz € um empreendimento complexo, pois
envolve o conhecimento e integracao de uma série de aspectos de natureza diversa,
tais como: propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e farmacodinamicas do
farmaco; via de administracdo e as consequentes barreiras fisiolégicas e
bioquimicas impostas a absor¢cdo do farmaco; e as propriedades do
material/materiais base do SLC. Os métodos e tecnologias envolvidos na produgéo
do SLC exigem o dominio de conhecimentos associados a areas cientificas como a
medicina, farmacia, bioquimica, quimica, engenharia e outras. Por esta razao, a area
da libertacdo controlada de farmacos é considera uma d&rea inerentemente
interdisciplinar (Coimbra, 2010).

No que diz respeito aos materiais que tém sido utilizados como suportes de
SLC, eles devem apresentar adequadas propriedades fisico-quimicas,
biocompatibilidade, comportamento in vivo, interagcbes com o farmaco, etc; e
destacam-se os de natureza lipidica, inorganica e polimérica. Destes, os materiais
poliméricos sao, sem duvida, os mais investigados. Grande variedade de polimeros,
sintéticos, naturais ou semissintéticos podem ser aplicados no desenvolvimento de
um sistema de liberacdo controlada. Um requisito para escolher o material a ser
utilizado nesta finalidade é que este polimero e os seus produtos ndo sejam toxicos
e apresentem uma boa biodisponibilidade, pelo menos nos tecidos que vao entrar
em contato direto (Silva, 2012; Coimbra, 2010).

Espécies coloidais, como lipossomas micro e nanoparticulas, vém sendo
extensamente estudadas para esse sistema que, em geral, pode ser utilizado para
melhorar a biodisponibilidade, manter o efeito do f&rmaco no tecido alvo, solubilizar
farmacos, melhorar a estabilidade fisica e quimica de agentes terapéuticos,
minimizar efeitos colaterais e reduzir a toxidade. Entre esses sistemas, tém-se as
nanoesferas, que apresentam cinéticas de adsorcdo rapidas e maior facilidade de
manuseio e operacao (Silva, 2012).
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2.11 Sistemas de Liberacao Controlada de farmacos

A classificagcdo mais fundamental relacionada ao funcionamento dos
sistemas de liberacdo controlada de farmacos baseia-se na estrutura destes
sistemas. Assim, eles podem ser classificados como sistemas reservatérios,
sistemas matriciais ou monoliticos, ha também o tipo osmético. Independente do
sistema e do tipo de forma farmacéutica, se faz necessério o uso de excipientes
especificos. Esses materiais geralmente sdo polimeros com caracteristicas e
propriedades especiais, tais como: capacidade de formacao de estruturas (matrizes
ou membranas) microporosas/semipermeaveis, capacidade de intumescimento
(expansao) em contato com a 4gua e capacidade de complexacdo com farmacos
(Carbinatto, 2010; Pezzini et al., 2007).

Bombas osmoticas sao sistemas que utilizam pressdao osmética para
modular a liberagdo do farmaco. A forma farmacéutica € constituida por um nucleo
(comprimido, capsula gelatinosa dura ou mole) revestido com uma membrana
semipermeavel, que possui um orificio feito a laser. O nucleo contém um agente
osmético, que pode ser a substancia ativa ou outro material. Ap6s a administracao, o
solvente penetra no ndcleo (atraido pelo agente osmético), aumentando a pressao
interna, o que resulta na liberacdo do farmaco dissolvido ou disperso, através do
orificio na membrana (Pezzini et al., 2007).

Sistemas reservatorio sdo constituidos por um reservatério (nucleo) de
farmaco envolvido por uma matriz polimérica, que pode ser microporosa ou nao
apresentar poros, que regula o processo de difusdo. O ndcleo pode ser um
comprimido, como representado nafigura 11, um granulo, um pellet ou um
minicomprimido. O modelo apresenta a existéncia de duas camadas de difusdo, uma
no interior do reservatério e outra no exterior. O processo de transferéncia de massa
de um lado do sistema para outro € dependente do gradiente, tamanho molecular,
afinidade do solvente em que o farmaco esta dissolvido com a matriz polimérica e a

espessura da matriz (Carbinatto, 2010; Pezzini et al., 2007; Berwig, 2006 ).
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Figura 11- Mecanismo de liberagcdo de um farmaco a partir de um sistema reservatério: a
agua penetra na forma farmacéutica e dissolve o farmaco, e ocorre a difusdo através do
filme, seguindo para particdo e eluicdo para o meio receptor. (Adaptado de Berwig, 2006 e
Pzzini et al., 2007).

Em relacao ao filme polimérico, a porosidade, a cristalinidade do polimero, a
afinidade entre o polimero e o farmaco podem influenciar sensivelmente o perfil de
permeacgdo. Entre os polimeros mais utilizados em sistemas reservatérios estdo os
copolimeros de polietileno-co-vinil acetato que sao aplicados em sistemas
transdérmicos de liberacao controlada de farmacos, os derivados da celulose e os
siloxanos (Berwig, 2006).

Sistemas monoliticos ou matriciais sdo aqueles em que o farmaco esta
uniformemente distribuido em uma matriz polimérica, em forma de uma solucéo,
suspensao ou sélido disperso; e a liberacdo do farmaco pode envolver processos de
intumescimento do polimero, difusdo do farmaco e erosao da matriz. Essas matrizes
podem ser elaboradas sob as formas de comprimidos, capsulas gelatinosas,
granulos, péletes ou minicomprimidos. Considerando a estrutura da matriz
polimérica, estes sistemas podem ser clasificados como de natureza hidrofilica ou
inerte, como ilustrado na Figura 12. (Berwig, 2006; Carbinatto, 2010; Lyra et al.,
2007; Pzzini et al., 2007).
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Figura 12- Mecanismos de liberagdo de um farmaco a partir de um sistema monolitico: (a)
Matriz insoluvel: dissolugdo na matriz, difusdo, transporte a partir da superficie; (b) Matriz
hidrofilica: difusdo através da matriz, transporte a partir da superficie. (Adaptado de Berwig,
2006 e Pzzini et al., 2007).

Nos sistemas de matrizes insolUveis, constituidas por ceras (nesse caso,
também denominadas matrizes hidrofébicas) ou polimeros insollveis em agua
(nesse caso, também denominadas matrizes inertes), o farmaco é liberado
essencialmente por difusdo, como ilustrado na figura 12a (para matrizes
hidrofobicas, pode haver um mecanismo de erosdo associado). Para sistemas de
matrizes hidrofilicas, a liberacdo é regulada pelos processos de intumescimento,
difusdo e erosdo, quando o farmaco esta homogeneamente disperso na matriz
polimérica estdo envolvidos processos fisicos e quimicos na sua liberacao, incluindo
penetracdo de liquido na matriz, difusdo do farmaco pelos poros da matriz, erosao
do polimero ou uma combinacdo dos mecanismos. Neste sistema monolitico o
polimero na sua superficie é hidratado e intumesce, formando uma camada
gelificada, que € posteriormente dissolvida, promovendo a erosdo do comprimido.
Outras camadas de gel sao formadas e dissolvidas sucessivamente na superficie da
forma farmacéutica. O farmaco é liberado por difusdo através dessas camadas
gelificadas e/ou erosao da matriz, como representado na figura 12 b (Berwig, 2006;
Carbinatto, 2010; Pzzini et al., 2007). A Tabela 2 apresenta formas farmacéuticas de

liberacao controlada.
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Tabela 2- Classificacdo dos sistemas matriciais.

Tipo Tipo Modo de acao

Matrizes Reservatorio

Farmaco retido no reservatério
Minerais e Farmaco adsorvido ao suporte
e Intumescimento ilimitado, liberacdo por
Matrizes Monolitico difusao
hidrofilicas ¢ Intumescimento ilimitado, liberagao
controlada pelo intumescimento
Matrizes inertes Monolitico e Liberagao controlada por difusao
Matrizes lipidicas Monolitico e Liberacao por difusdo
Matrizes

biodegradaveis Monolitico Bio- erosao

nao lipidicas

Fonte:(Lyra et al., 2007).

Dentre as formas farmacéuticas de liberacdo controlada, (Tabela 2), a
utilizagdo de sistemas matriciais, constituidos por diversos tipos de polimeros é uma
das opcbes mais interessante, sendo uma das estratégias mais empregadas no
desenvolvimento deste tipo de liberagdo controlada, devido as vantagens inerentes a
estes sistemas: versatilidade, eficacia, baixo custo e producdo que recorre a
equipamentos e técnicas convencionais (Lyra et al., 2007).

Mais recentemente os estudos destes sistemas foram direcionados ao
desenvolvimento de matrizes implantaveis biodegradaveis, contendo farmacos anti-
neoplasicos, anti-inflamatérios nao-esteroidais, neurolépticos, contraceptivos, entre
outros. Entre os polimeros mais estudados como matrizes para sistemas monoliticos
ou matriciais estdo os poli(hidroxialquil metacrilato, poli(6xido de etileno), acidos
poli(acrilicos), poli vinilpirrolidona , derivados de celulose, poli(caprolactonas) e
copolimeros de acido poli lactico com acido glicélico (Berwig, 2006; Carbinatto, 2010;
Evangelista, 1998).

Numerosos polimeros biodegradaveis estdo disponiveis e tém sido
estudados para aplicagdoes na liberagdo controlada de farmacos. Estes polimeros
sao sistemas aptos para controlar a taxa de liberacdo do farmaco, evitando a
necessidade da retirada da matriz apdés a exaustdo do farmaco e possuem
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solubilidade limitada em pH &cido, sendo, portanto soluvel em pH neutro. Os
sistemas matriciais hidrofilicos também sdo chamados de matrizes sollUveis e
intumescieis, sofrem intumescimento, seguido da erosdo do gel formado e
dissolugdo em meio aquoso, os adjuvantes hidrofilicos comumente usados séo os
derivados celulésicos e os polissacarideos. As matrizes lipidicas constituem
sistemas de liberacao simples feitos de cera e com controle relativamente grosseiro
da velocidade e da extensdo da liberagcdo do farmaco, os principais adjuvantes
lipidicos sdo: cera de carnauba, alcool cetilico, 6leos vegetais hidrogenados, ceras
microcristalinas, mono e triglicerideos, polietilenoglicol (PEG) e monoestearato de
PEG. Um sistema matricial inerte € aquele no qual o farmaco é incorporado em um
polimero inerte que n&do é soluvel nos fluidos gastrintestinais, os adjuvantes mais
usados na preparacdo dessas matrizes sao: fosfatos de calcio, etilcelulose,
copolimeros de metacrilato, poliamida, polietileno e acetato de polivinila (Lyra et al.,
2007; Carbinatto, 2010; Manju & Sreenivasan, 2011; Naficy et al., 2009).

2.12 Cinética de Liberacao

Os sistemas de liberacao controlada de farmacos podem ser delineados para
ter uma liberacao constante e decrescente o que, necessariamente, nao garante
uma concentracao plasmatica constante, mas conseguem fornecer uma liberagédo
sustentada, ou bimodal. E em funcdo do desenvolvimento de inumeras formas
farmacéuticas de liberacdo controlada a partir de polimeros, foram desenvolvidas
expressbes matematicas para descrever o perfil de liberacdo de um farmaco
(mecanismo de liberacdo) em funcdo da forma fisica (cilindro, esferas, filmes, gel,
etc.) do sistema de liberacao, o modo de difusdo do farmaco (estatico ou dinamico) e
as caracteristicas da matriz polimérica (porosa ou densa). De modo que, os modelos
matematicos sdo um fator bastante importante no desenvolvimento de dispositivos
farmacéuticos de liberacédo controlada (Lyra et al., 2007; Berwig, 2006).

Os modelos matematicos trazem inumeros beneficios praticos, como a
possibilidade de simular o efeito dos pardmetros delineados, a redugdo do numero
de experimentos necessarios, além de facilitarem o desenvolvimento de novos
produtos farmacéuticos. Esses modelos também podem contribuir na descricdo de
equacoes de dissolucao de farmacos além de explicar a resisténcia da liberacdo do
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farmaco na presenca da barreira de gel formada em torno da matriz. (Berwig, 2006;
Carbinatto, 2010).

Existem atualmente diversos modelos matematicos aplicados ao controle
dos sistemas matriciais de liberagcdo controlada de farmacos, alguns destes estao
demonstrados na Tabela 3. As equacdes levam em consideracdo que a difusdo do
solvente é influenciada pelas propriedades fisicas da rede polimérica e pela prépria
interacdo solvente-polimero, com isso, diversos comportamentos podem ser
observados e, correlacionando o coeficiente difusional, e classificados em difuséo
Fickiana (Caso-l) e difusdo ndo-Fickiana (Caso-Il e Transporte Anémalo) (Lyra et al.,
2007; Carbinatto, 2010).

Tabela 3- Modelos matematicos.

Equacao Descricao do Modelo

O modelo cinética de ordem zero baseia-se na liberacéao
Cinética de lenta da substancia ativa a partir de formas
ordem zero: farmacéuticas que nao se desagregam. M;representa a

quantidade absoluta de farmaco liberada no
M, tempo te M. a quantidade total de farmaco liberado num
My kot +b tempo infinito, a qual devera corresponder a quantidade
total de farmaco incorporado ao sistema polimérico no t =
0; Ky € uma constante cinética e b é a quantidade inicial

de farmaco na solugao.
Higuchi descreve o mecanismo de liberagdo dos
farmacos como um processo de difusdo baseado na lei
Modelo de de Fick, estando dependente da raiz quadrada do tempo.
Higuchi: Porém, o uso desta relacdo em sistemas que
intumescem pode tornar-se insuficiente, pois sistemas
M deste tipo podem sofrer erosdo, devendo-se atender ao
—t kyvVt+b atributo do relaxamento das cadeias poliméricas para o
M, transporte do farmaco. Assim, a equacao de Higuchi
apresenta limitacées na interpretagdo dos mecanismos
de liberacdo controlada, mas, é mais realista que o

modelo de ordem zero.

Esta equacgao é utilizada para descrever a liberagao do

Modelo de soluto quando o mecanismo que prevalece é uma
Korsmeyer combinacao da difusdo do farmaco (transporte Fickiano)
Peppas: e do transporte Caso Il (ndo-Fickiano, controlado pelo

relaxamento das cadeias poliméricas) K é uma constante
cinética, que incorpora caracteristicas estruturais e

M, " . )
— = kt" geometricas do mecanismo e n € o expoente de
o0 liberacdo que, de acordo com o valor numérico que
assume, caracteriza o0 mecanismo de liberacdo do
farmaco.

Fonte:(Lopes et al., 2005).
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Para as matrizes poliméricas de acordo com os critérios para cinética de
liberagdo de solutos a partir de sistemas intumescieis, o coeficiente difusional
depende da geometria da particula e fornece informagdes sobre mecanismo de
liberacdo (Valgas, 2005; Parize, 2009; Berwig, 2006). A Tabela 4 apresenta a
correlacao entre o expoente difusional (n) e 0 mecanismo de liberacao.

Tabela 4- Correlagao entre o expoente difusional (n) e 0 mecanismo de liberagao.

Expoente difusional (n) Mecanismo de Liberacao
Filmes Cilindros Esferas
0,5 0,45 0,43 Difusao Fickiana
0,5<n>1,0 0,45<n>0,89 0,43<n> 0,85 Transporte anémalo ou nao Fickiano
1,0 0,89 0,85 Transporte do caso Il
>1,0 > 0,89 > 0,85 Super caso |l

Fonte:(Parize, 2009).

Para a cinética de liberagdo de solutos a partir de sistemas intumesciveis
com geometria esférica, um valor do expoente de liberagado de n < 0,43, indica que o
mecanismo de liberacdo observado é de difusdo do soluto através de camadas da
matriz, também conhecido como mecanismo de liberagdo Fickiano ou “Caso I”. Um
valor de n = 0,85 indica que a liberacdo do soluto é controlada apenas pelo
intumescimento/relaxacdo da cadeia polimérica, isto €, independente do tempo,
mecanismo este, também conhecido como “Caso I’ de transporte. Quando 0,43 < n
< 0,85, obtém-se um transporte nao-Fickiano ou andémalo, onde ocorre a
superposicao dos dois fenébmenos, sendo que a liberagéo é controlada pela difusdo
e intusmecimento, simultaneamente. Para valores de n > 0,85 tem-se um super caso
Il de transporte, e ocorre contribuicdo simultdnea de processos como difuséo,
intumescimento, relaxacao e erosdao da matriz polimérica (Parize, 2009; Valgas,
2005).
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3 MATERIAIS E METODOS

A pesquisa e sua parte experimental, desde obtencg&o até as caracterizagbes
dos arcaboucos, foram desenvolvidas no Laboratério de avaliacdo e
Desenvolvimento de Biomateriais do Nordeste (CERTBIO), que pertencente a
Unidade Académica de Engenharia de Materiais, e esta localizado na Universidade

Federal de Campina Grande (UFCG), na cidade de Campina Grande - PB, Brasil.

3.1 Materiais

Para o desenvolvimento e produgcdo dos arcaboucgos deste projeto foram
utilizados:

. Hidroxiapatita (Ca10(PO4)6(0OH)2) pd, fornecido pela Sigma Aldrich;

. Quitosana de médio peso molecular com grau de desacetilacao entre
75- 85% , fornecida na forma de pé pela Sigma Aldrich;

. Gelatina em pé, adquirida em Sigma Chemical Co. (St. Louis, MO);

. Dexametasona, fornecido pela Sigma Aldrich;

. Curcumina Longa, adquirido pela Sigma Aldrich;

. Acido acético glacial P.A. fornecido pela Vetec;

. Tripolifosfato de Sodio P.A. adiquirido pela Sigma Aldrich;

«  Alcool Etilico 99,5° GL Glacial;

. Tampao de Fosfato Salino (PBS), adquiridos pela Sigma-Aldrich.

3.2 Procedimento Experimental

O trabalho experimental foi desenvolvido em trés etapas:

Etapa I: etapa exploratéria do método de fabricacdo, e escolha dos arcabougos de
quitosana/hidroxiapatita mais adequado para dar continuidade as Etapas Il e IlI.
Etapa Il: etapa de inser¢do do farmaco, curcumina, na composicao dos arcabougos
desenvolvidos na Etapa 1, e investigacao do comportamento do farmaco e perfil de
liberagao.
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Etapa Ill: etapa de insercdo do farmaco, dexametasona, na composicao dos
arcaboucos desenvolvidos na Etapa 1, e investigacdo do comportamento do farmaco

e perfil de liberagéo.

3.2.1 Etapal

Etapa exploratéria do método de fabricacdo dos arcabougos de
quitosana/hidroxiapatita, bem como definicdo dos parametros experimentais para o
método de gelificacdo ionotrépica combinado com o método de agregacao de
particulas, além de, testar diferentes proporcoes de hidroxiapatita e escolher a mais
adequada para dar continuidade a pesquisa, em suas Etapas Il e lll.

3.2.1.1 Preparacao da Quitosana

A quitosana de médio peso molecular com grau de desacetilacdo entre 75-
85%, fornecida na forma de p6 pela Sigma Aldrich, foi transformada em solucao
polimérica de 0,02g9/mL, a partir da dissolugdo deste polimero em acido acético
(1%v/v), mantida sob agitagdo mecéanica por 24 horas, para garantir a total
dissolucdo da quitosana. ApOs esse periodo, a solugdo foi filtrada a vacuo para

possivel eliminacdo de impurezas e residuos.

3.2.1.2 Preparacao das esferas quitosana/hidroxiapatita

Para obtencdo das esferas desta pesquisa seguiu-se o0 método de
gelificacdo ionotrépica baseada e adaptada das pesquisas de Fidéles (2014) e
Baptista (2008). Para a preparagcdo das esferas de quitosana/hidroxiapatita,
inicialmente, foi preparada uma mistura combinando a solu¢gdo de quitosana,
preparada anteriormente, com quantidades variadas de hidroxiapatita, resultando
nas seguintes concentracées 1%, 3% e 5% de hidroxiapatita em relacdo ao peso de
quitosana. A solucdo de quitosana foi misturada com diferentes concentracées de

hidroxiapatita por meio de agitador mecéanico e mantida sob agitacdo constante até
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tornar-se uma solugdo homogénea, para entdo seguir para aplicacdo do método da
gelificacao ionotrépica, adaptada de Fidéles, (2014) para obterem-se as esferas.
Para aplicagdo do método de geleificagdo ionotrépica foi utilizado um
sistema composto por uma bomba infusora, de marca Vernon Hills, modelo lllinois
60061, com uma seringa de 20 mL acoplada a uma agulha de dimensdes 0,7mm Xx
25mm (22G x 7%2"), além de um agitador mecanico de marca IKA RW 20 digital, como
mostra na Figura 13. A seringa (20mL) é preenchida com a solugdo de
Quitosana/Hidroxiapatita preparada nas diferentes concentragées de HA, que com o
auxilio da bomba infusora que exerce pressao na seringa, ocorre 0 gotejamento
dessa solucao, com razao de 25 mL/h formando as esferas em um banho contendo
200ml de solucdo coagulante de tripolifosfato de sédio-TPP (5%m/v), que age como
agente reticulante. Apds o término do processo de formagédo das esferas, elas irdo
permanecer imersas na solugcdo de TPP por cerca de 1 hora em temperatura
ambiente. E, em seguida serdo submetidas a lavagens em solucéo de PBS, para

que os residuos de acido aceético e TPP sejam eliminados.

Figura 13- Sistema para formacao das esferas de quitosana/hidroxiapatita.

Inicialmente, foi testada como metodologia para a preparacao das esferas, a
reticulacdo da solugdo de quitosana em uma mistura da solucdo de TPP com
hidroxiapatita, mas percebeu-se que nao ha uma agregacao adequada e formacgao
de esferas uniformes, de modo que com o passar do tempo o p6 de hidroxiapatita
desagrega das esferas, ndo fornecendo confianga para manter esta metodologia.
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De maneira inicial além das concentracbes de 1%, 3% e 5% de
hidroxiapatita em massa de quitosana, foram testadas concentracées 0,5% e 10%,
entretanto, com o desenvolver dos procedimentos experimentais, foi observado que
as amostras geradas ndo eram viaveis para dar continuidade a pesquisa. Ja que,
com 0,5% era observada pouca influéncia em relacao a presenca da hidroxiapatita,
apresentando-se quase que como um arcaboucgo constituido apenas por quitosana.
E, para concentragéo de 10% foi possivel observar uma esfera mais densa, ausente
de poros, e por vezes, de comportamento fragil, o que a torna inviavel para a
construcdo de arcaboucos, em especial para aplicacdes 6sseas. Diante disso, para
efeito de apresentacao e discussao dos resultados, foram consideradas apenas as

misturas concentracdes de 1%, 3% e 5% de HA.

3.2.1.3 Agregacao de particulas e obten¢ao dos arcaboucos

Apé6s a formacao das esferas de quitosana/hidroxiapatita partiu-se para a
etapa de agregacdo das particulas, para tanto, € necessario a preparacdo da
solucdo de gelatina (5%m/v), de modo que, inicialmente, diluiu-se 5g de gelatina em
pé em 100 mL de agua destilada em um misturador magnético por cerca de 30
minutos a 60 °C. Com a solucao de gelatina pronta, acondicionaram-se as esferas
em tubos falcons (50 mL) e adicionou-se 2mL de gelatina. A introducao de gelatina
teve o intuito de promover maior adesao entre as particulas, e assim, formar os
arcaboucos. Por fim, os tubos foram colocados no congelador a uma temperatura de
aproximadamente -20°C durante 24 horas, e em seguidas liofilizadas por um periodo
de 48 horas, este procedimento experimental foi adaptado de FIDELES, (2014). Com
isso, obteve-se o0s arcaboucos de quitosana/hidroxiapatita com diferentes
concentragbes de hidroxiapatita, codificados como: QH1, QH3, QHS5; como
apresentado na Tabela 5. E, para dar continuidade a pesquisa foi escolhido manter o
arcabouco compdésito de QH3, para inserir o farmaco curcumina na Etapa Il e o
farmaco dexametasona na Etapa lll.
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Tabela 5- Composicao dos arcaboucos de quitosana/hidroxiapatita/ gelatina.

Arcabouco QH1 QH3 QH5
Hidroxiapatita 32% 58,5% 70%
Quitosana 64% 39% 28%
Gelatina 4% 2,5% 2%

3.2.2 Etapall

Etapa exploratoria do método de insercdo do farmaco, curcumina, nas
esferas de concentracdo pré-definida QH3 (Etapa 1), formando os arcabougos
QHC1, QHC5, QHC10, além de promover a investigacdo do comportamento do

farmaco nos arcaboucos e o perfil de liberagao por meio das caracterizagoes.

3.2.2.1 Obtencao dos arcaboucos de quitosana/hidroxiapatita/curcumina

Para obtencdo dos arcaboucos de quitosana/hidroxiapatita/curcumina,
incialmente foram preparadas as esferas de quitosana/hidroxiapatita/curcumina
seguindo o método de gelificagdo ionotropica, e em seguida, com o auxilio da
gelatina aplicou-se 0 método de agregacgao de particulas.

A solucdo de quitosana (2%) foi preparada por meio da dissolu¢cdo do
polimero na forma de pé em solucao de acido acético (1%) e mantida em agitacédo
mecanica constante por 24 horas. Em seguida, pesou-se a hidroxiapatita em pd, em
concentragdo de 3% em relagcdo ao peso do polimero, e adicionou a solugcédo de
quitosana onde se manteve em agitacdo mecéanica. Enquanto isso, o p6 de
curcumina, foi pesado em trés concentracdes, sendo estas: 1%, 5% e 10% em
relacdo ao peso do polimero, e foi dissolvido em etanol (10mg/mL), por meio de
agitacdo mecanica. Isso feito, a solugcao de curcumina foi incorporada a solucao de
quitosana/hidroxiapatita e manteve-se sob agitacao até se obter a homogeneidade
do sistema. Com a solu¢cdo homogénea, partiu-se para formagéo das esferas por
meio do método de gelificacdo ionotropica, a partir de uma seringa de 20 mL
acoplada com uma agulha de dimensdes 0,7mm x 25mm (22G x '2"). O gotejamento
ocorreu em uma solucao coagulante de tripolifosfato de sédio (5%m/v). Em seguida,
as esferas foram lavadas e neutralizadas com uma solucéao de PBS. Por fim, aplicou-



63

se 0 método de agregacao de particulas, as esferas formadas foram acondicionadas
em tubos falcons (50 mL) e adicionou-se 2mL de solu¢do de gelatina (5%m/v), onde
seguiu para o congelamento, em aproximadamente -20°C, e posteriormente para
liofilizagdo por 48 horas. Formando 0S arcaboucos de
quitosana/hidroxiapatita/curcumina com diferentes concentragdes de curcumina (1%,
5% e 12%), codificados como QHC1, QHC5, QHC10 respectivamente. A Figura 14
apresenta a representagdo esquematica desta metodologia para obtengcdo dos
arcaboucos QHC1, QHC5, QHC10.

- [ <
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compésito +
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Liofilizacdo (48h) Congelamento a -20°C

Figura 14- Representacdo esquematica da metodologia para obtengdo das esferas por
gelificacao ionotrépica e formacao dos arcaboucos de QHC1, QHC5 e QHC10, por meio de
agregacao das particulas. (Fonte propria).

3.2.3 Etapalil

Etapa exploratéria do método de inser¢do do farmaco, dexametasona, nas
esferas de concentracdo pré-definida QH3 (Etapa 1), formando os arcabougos
QHD1, QHD5, além de promover a investigacdo do comportamento do farmaco nos

arcaboucos e o perfil de liberagao por meio das caracterizacoes.



64

3.2.3.1 Obtencao dos arcaboucos de quitosana/hidroxiapatita/ dexametasona

Para obtencdo dos arcaboucgos de quitosana/hidroxiapatita/dexametasona,
incialmente fora preparadas as esferas de quitosana/hidroxiapatita/dexametasona
seguindo o método de gelificagdo ionotropica, e em seguida, com o auxilio da
gelatina aplicou-se o método de agregacao de particulas.

A solucdo de quitosana (2%) foi preparada por meio da dissolucdo do
polimero na forma de pé em solucao de &cido acético (1%) e mantida em agitagéo
mecanica constante por 24 horas. Em seguida, pesou-se a hidroxiapatita em pé, em
concentracdo de 3% em relacdo ao peso do polimero, e adicionou a solucédo de
quitosana onde se manteve em agitacdo mecéanica. Enquanto isso, o p6 de
curcumina, foi pesado em trés concentracoes, sendo estas: 1% e 5% em relagédo ao
peso do polimero, e foi dissolvido em etanol (10mg/mL), por meio de agitacao
mecanica. Isso feito, a solucdo de dexametasona foi incorporada a solucdo de
quitosana/hidroxiapatita e manteve-se sob agitacdo até se obter a homogeneidade
do sistema. Com a solucdo homogénea, partiu-se para formacao das esferas por
meio do método de gelificagdo ionotropica, a partir de uma seringa de 20 mL
acoplada com uma agulha de dimensdes 0,7mm x 25mm (22G x 7%2"). O gotejamento
ocorreu em uma solucao coagulante de tripolifosfato de sédio (5%m/v). Em seguida,
as esferas foram lavadas e neutralizadas com uma solucéao de PBS. Por fim, aplicou-
se o método de agregacao de particulas, como descrito em 5.2.1.3, as esferas
formadas foram acondicionadas em tubos falcons (50 mL) e adicionou-se 2mL de
solucdo de gelatina (5%m/v), onde seguiu para o0 congelamento, em
aproximadamente -20°C, e posteriormente para liofilizacdo por 48 horas. Formando
os arcaboucos de quitosana/hidroxiapatita/dexametasona com diferentes
concentracbes de dexametasona (1% e 5%), codificados como QHD1, QHDS5,
respectivamente. A Figura 15 apresenta a representacdo esquematica desta
metodologia para obtengéo dos arcabougos QHD1e QHD5.
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Figura 15- Representagdo esquemdtica da metodologia para obtengdo das esferas por
gelificagdo ionotropica e formagdo dos arcabougos de QHD1 e QHD5 por meio de
agregacao das particulas. (Fonte prépria).

3.3 Caracterizacoes

Os arcaboucgos desenvolvidos nesta pesquisa, Etapas I, Il e Ill, foram
caracterizados em aspecto fisico-quimico e microestrutural por meio de analises
realizadas através de Espectroscopia na Regido do Infravermelho por Transformada
de Fourier (FTIR), Difracdo de raio X (DRX), Microscopia Eletrénica de Varredura
(MEV), Microscopia Otica (MO), Porosidade (%), e Ensaio de Grau de
Intumescimento (%Gl). Como também, foi analisado o comportamento mecéanico dos
arcaboucos obtidos na Etapa |, por meio da realizacdo do Ensaio de compressao.

A caracterizagdo bioldgica realizada nos arcaboucgos, obtidos em todas as
Etapas da pesquisa, foi efetuada por meio do Ensaio de Citotoxicidade que permitiu
avaliar a viabilidade celular dos arcaboucos.

Em fungéo da presenca de fa&rmaco nos arcabougos obtidos nas Etapas Il e
lll, foram realizadas ensaios por meio de Espectrofotémetro (UV- VIS) para fornecer
a investigacdo da Liberacdo dos farmacos, bem como permitir realizacdo da
validacdo do método analitico para quantificagdo dos farmacos conforme a
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Resolucdo RE n® 899, de 29 de maio de 2003, da Agencia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA), que determina o "Guia para validagdo de métodos analiticos e
bioanaliticos". Além disso, foi possivel estabelecer modelos de liberagdo controlada

do farmaco.

3.3.1 Espectroscopia da Regiao de infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

A caracterizacao por espectroscopia na regido do infravermelho com
Transformada de Fourier (FTIR) foi realizada em um espectrémetro de marca Perkin
Elmer e modelo Spectrum 400 FT-IR/FT-NIR Spectrometer, para as amostras foi
feita varredura de 4000 a 650 cm™', sem a necessidade de preparar pastilhas de KBr,
tendo-se utilizado o dispositivo ATR (attenuated total reflectance).

Esta técnica tem grande valor para a andlise organica qualitativa, sendo
utilizada para identificar as bandas caracteristicas dos grupos funcionais presentes
nos materiais, e compreende a faixa do espectro eletromagnético que vai do limite
superior da faixa de microondas até o comecgo da regiao visivel, com comprimento
de onda entre 14000 cm™ e 20 cm™, porém considera que as ligagdes quimicas das
substancias possuem frequéncias de vibracdes especificas, as quais correspondem
a niveis vibracionais da molécula. A finalidade do uso da espectroscopia de
infravermelho nesse trabalho foi identificar os principais grupos funcionais
pertencentes na quitosana, na hidroxiapatita e nos farmacos, dexametasona e
curcumina, observando se houve alguma interacdo entre eles quando misturados

para formar os arcabougos.

3.3.2 Difracao de raios X (DRX)

O uso da técnica de difracdo de raios X tem a finalidade de comparar as
possiveis variacdes da cristalinidade. E, a difratometria de raios X é uma das
principais técnicas de caracterizagdo microestrutural de materiais cristalinos, de
grande importancia na engenharia e ciéncias de materiais. Neste trabalho, utilizou-se
o difratdbmetro SHIMADZU (modelo XRD 7000), com varredura angular entre 5° e 80°
com passo de 2%min na montagem de Bragg-Brentano, sistema 6-20, utilizando-se
radiagdo Ka do cobre (1,5418 A), tensdo de 40 kV e corrente 30 mA. O uso desta
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técnica teve o0 objetivo de visualizar as fases presentes nos arcabougos

desenvolvidos.

3.3.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espectroscopia por
Energia Dispersiva de raios X (EDS)

O microscépio eletrébnico de varredura (MEV) € um equipamento capaz de
produzir imagens de alta resolucdo e ampliacdo. Sendo capaz de fornecer
informacgdes morfoldgicas e topograficas da superficie das amostras. Para realizacao
das analises foi utilizado o microscopio eletrdnico de varredura de bancada, modelo
TM-1000, marca Hitachi, com capacidade de aumento de até 45000X, sendo que 0s
aumentos utilizados nesta pesquisa foram: 100x, 200x, 500x e 10000x; profundidade
de foco de 1 mm, resolucéo de 30 nm, 15 KV, baixo vacuo e pressao variada (1 a
270 Pa), sem recobrimento metalico. O MEYV foi utilizado para identificar a morfologia
da superficie das esferas e dos arcabougos formados, além do tamanho, a forma e a
distribuicdo dos poros.

A porosidade dos arcaboucos € importante para avaliar suas propriedades, e
varios autores vem ressaltando essa importancia bem como propondo diferentes
métodos de avaliar a porosidade. Tomamos por base o0 método utilizado por HANA
et al.(2010), que segue o principio de Arquimedes, em que a porosidade dos
arcaboucos € medida pelo deslocamento de liquido. O procedimento realizado para
obtencdo da porosidade, partiu do célculo do volume (Vo) e pesagem (Wj,) da
amostra seca. Em seguida, a amostra foi imersa em etanol, por 5 minutos, até ser
saturado através da absorcédo do etanol. Com isso, a amostra foi retirada e pesada
novamente (W4). Com estes dados foi possivel calcular a porosidade do arcabouco,
de acordo com a Equacéo 1.

Equagéo 1- Porosidade (%)

Porosidade (%) = sz;o?/o x 100

Onde:

W, = Peso dos arcaboucgos secos

Vo= Volume dos arcabougos secos

W = Peso do arcabougo depois de 5 minutos imersos no etanol.

p = representa a densidade do etanol
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Uma analise complementar ao MEV €& a Espectroscopia por Energia
Dispersiva de raios X (EDS), na qual os elementos quimicos presentes na amostra
podem ser identificados através do espectro de raios X emitidos pela amostra. Para
esta analise foi utiizado o EDS acoplado ao MEV Hitachi, que permitiu a
identificagéo dos elementos com maior confiabilidade aos resultados.

3.3.4 Microscopia é6tica (MO)

Os arcaboucgos desenvolvidos foram caracterizados por meio de Microscopia
6tica, com o auxilio do Microscopio Advanced 3D Digital, Hirox- KH 7700, que
permite reflexdo e transmissdo, possui profundidade de campo extendida, com
medicbes 2D e 3D, este tipo de microscdpio, além de ampliar as estruturas, pode
fazé-lo capturando imagens tridimenssionais de estrutura interna do material,
estando acoplado a uma estacdo de Analise de Imagens. Para aplicacdo da técnica
de MO, foram utilizados aumentos que variaram de 40X até 150X. O Microscopio
otico foi utilizado para ampliar as imagens e permitir a diferenciagdo dos arcabougos
produzidos, por meio das diferentes coloragdes apresentadas pelas amostras.

3.3.5 Ensaio Mecéanico de Compressao

A caracterizacdo mecanica esta entre os mais importantes testes fisicos a
serem realizados em materiais que desejam ser implantados e deverdo suportar
esforcos mecéanicos quando em wuso, para aplicagdes ortopédicas, como
regeneracao éssea.

As propriedades mecanicas dos arcabougos foram caracterizadas por ensaio
de compressao. A propriedade mecanica de compressdo sera avaliada com a
finalidade de determinar como os arcaboucgos de quitosana/hidroxiapatita reagem
quando comprimidos, e observar a carga maxima suportada por estes, para assim,
determinar a capacidade de aplicacao. Em decorréncia da auséncia de uma norma
especifica para o ensaio de compressdao em arcabougos como 0s desenvolvidos na
pesquisa, optou-se por adaptar o ensaio de compressao realizado por Fontes (2010)
e atribuindo valores especificos para diametro dos corpos de prova e condicoes do
ensaio. Assim, para realizacdo do ensaio foram confeccionados arcaboucgos, para
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cada concentracdo estudada, com didmetro igual 20 mm e altura igual a 10 mm.
Antes do ensaio foi realizada uma analise visual direta dos arcaboucos, com o intuito
de verificar a sua integridade e acabamento. Os testes de compressao pela agao de
uma carga axial compressiva foi realizado em uma maquina Universal de ensaios
eletrodinamicos da marca Instron, modelo 3366, com uma célula de carga de 500N e
taxa de deformagédo constante de 1,3 mm/min A resisténcia a compressao foi
calculada a partir da divisdo entre a tensdo maxima e a area original. Trés amostras
foram testadas e o valor médio de Médulo de Young com o seu respectivo desvio foi
calculado para 10% de deformacao.

3.3.6 Grau de Intumescimento

O ensaio de avaliagdo do Grau de Intumescimento (%Gl), também
conhecido como Ensaio de absorcado, é aplicado com o intuito de investigar o
comportamento do material durante a imersao e permanéncia em solucées aquosas
de concentracdo idnica similar ao plasma sanguineo.

O do Grau de Intumescimento foi obtido por meio da imersdao dos
arcaboucos em solugdo tampao de PBS com pH 7,4 a uma temperatura de 37 °C
durante 24 horas, conforme metodologia descrita por Wattanutchariya &
Changkowchai, 2014. Inicialmente, os arcaboucos secos foram pesados e em
seguida imersos na solucao de PBS, apds o periodo de 24 horas, as amostras foram
retiradas da solucdo e pesadas novamente, de modo que o %Gl foi determinado
seguindo a equacao 2, descrita abaixo:

Equacao 2- Grau de Intumescimento

Gl(%) = x 100

Ww Wo

Onde:
W, = Peso dos arcaboucos secos
W,, = Peso umido dos arcaboucos retirados da solucao de PBS



70

3.3.7 Citotoxicidade

A citotoxicidade dos arcaboucos sera avaliada seguindo a norma ISO 10993-
5. “Biological evaluation of medical devices- Part5: tests for cytotoxicity: in vitro
methods”, através da determinagao da porcentagem da viabilidade celular, utilizando
0 método da redugdo do MTT [brometo de 3-(4,5-dimetiliazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazélio]. Neste ensaio, o MTT é acumulado pelas células por endocitose e a
reducao do anel tetrazolico deste sal resulta na formacao de cristais de formazan de
cor azul que se acumulam em compartimentos endossomais e/ou lisossomais,
sendo depois transportados para fora das células por exocitose. Sendo a endocitose
um mecanismo fundamental das células vivas, o ensaio de MTT tem sido utilizado
como ensaio de viabilidade celular. As células utilizadas foram do tipo L929.

Para avaliacdo da citotoxicidade dos arcaboucos, foi utilizado o método
direto de contato entre o substrato do material e as células. As células L929 foram
obtidas através da injecdo intraperitoneal de Tioglicolato de Sbédio (3,0%) em
camungongos Swiss Mus Musculus, trés dias antes dos experimentos. Apos este
periodo, os animais foram sacrificados em camara de CO; (5,0%) para a retirada
das células. A remocéao foi realizada através da exposicao da cavidade peritoneal,
seguido de injecao intraperitoneal de 5 mL de PBS (pH 7,4) refrigerado e estéril, e
de massagem vigorosa na cavidade e suspensdo das células. As células foram
transferidas para um tubo estéril e centrifugadas a 3500 RPM por 15 minutos, em
trés ciclos. O sobrenadante foi retirado e as células suspendidas em 1 mL de RPMI
1640-C.

Foi utilizada uma concentracdo de 5x10° células/mL RPMI e adicionadas
100 L em uma placa de 96 pogos. A placa foi transferida para a estufa de CO2
(5,0%) a 37°C por 1 hora. Apds este periodo, foram adicionadas as amostras e mais
200 pL de RPMI 1640-C. RPMI 1640-C foi utilizado como controle negativo. A placa
foi incubada novamente em estufa de CO2 a 37°C por 24 horas.

Apbs as 24 horas, foram adicionados 100 puL de solucdo de MMT (0,5
mg/mL) em RPMI 1640-C. Novamente, as placas foram incubadas em estufa de
CO2 (5,0%) a 37°C por 3 horas. Depois disso, o sobrenadante foi descartado e
adicionado 100 pL de alcool isopropilico. A leitura da densidade otica foi
determinada em um leitor de microplacas (Victor3 — Perkin Elmer), a 540 nm com
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filtro de referéncia de 620 nm. A viabilidade celular foi calculada em porcentagem,
considerando o controle negativo com 100% de viabilidade.

De acordo com a classificacao de citotoxicidade de materiais do documento
ISO 10993-5: 1999, a viabilidade celular (%) determina a citotoxicidade do material
de modo que, os resultados mais consideraveis sao acima de 70%, além disso,
pode-se classificar: > 90 o material é considerado como nao-citotéxico; na faixa de
80 a 89 é levemente citotoxico; de 50 a 79 € moderadamente citotdxico; e em

valores < 50 é severamente citotoxico.

3.3.8 Espectrofotometro (UV- VIS)

O equipamento Espectrofotémetro, Perkin EImer, detector com comprimento
de onda variavel UV/Vis modelo Lambda 35, com cubeta de quartzode caminho
6tico de 1cm, foi utilizado para a realizacdo do método analitico para determinagao e
quantificacdo dos farmacos, curcumina e dexametasona, no ensaio de liberacao
controlada das drogas nos arcabougos desenvolvidos. Além de, permitir realizagcao
de validacdo do método analitico conforme a Resolucdo RE n® 899, de 29 de maio
de 2003, da Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que determina o
"Guia para validacao de métodos analiticos e bioanaliticos".

Para definir as condicbes ideais para analise inicialmente definiu-se o
comprimento de onda de detecgdo dos farmacos isoladamente, para entdo seguir
para elaboracao da curva de calibragdo e depois para a validagdo do método. Para
determinacao do comprimento de onda de deteccao foram utilizados a curcumina
(Sigma Aldrich) e a dexametasona (Sigma Aldrich) como padrao do trabalho. Como
solvente foi empregado o etanol P.A. (Neon, lote: 15079) e PBS. Foram empregadas
solugbes padrdo de etanol e curcumina, e de etanol e dexametasona, em uma
concentracao de 1mg/mL dos farmacos em metanol. Para a elaboracao da curva de
calibracao do método, partiu-se da diluicdo da solucao estoque ou solucdo padréao
preparadas com etanol, para obtencdo de concentracdo entre 0,5 e 15 ug/mL para
curva de calibracdo da curcumina; e entre 5 e 50 ug/mL para curva de calibracao da
dexametasona. A curva de calibracdo foi obtida por andlise de regressao linear
interpolando a concentragdo nominal do padrdo com a area do pico cromatografico
detectado no UV-VIS. As curvas foram obtidas em triplicata (n=3). Os dados obtidos



72

foram tratados estatisticamente para a determinagdo da equacao da reta (método
dos minimos quadrados) e dos coeficientes de correlagéo (r) e de determinacao (r?).

O estudo de liberagdo do farmaco juntamente com a Validacdo do método
analitico, foram estudadas de acordo com a ANVISA e conforme pesquisas de
Pedroso, (2009); Silva et al., (2007); Duarte et al, (2007); Valgas(2005); Carbinatto,
(2010). E a determinacdo de farmaco liberado foi estudada conforme Manju &
Sreenivasan, (2011), e Naficy et al., (2009).

3.3.8.1 Validacao do método analitico

A validacao do método foi realizada conforme a Resolugcdo RE n® 899, de 29
de maio de 2003, da Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), que
determina o "Guia para validagdo de métodos analiticos e bioanaliticos". A validagao
deve garantir que o método atenda as exigéncias das aplicacdes analiticas,
assegurando a confiabilidade dos resultados. Portanto, devem ser realizados os
seguintes experimentos: seletividade, linearidade, exatiddo, precisdo, limite de
deteccao e limite de quantificagao.

Seletividade e especificidade

A seletividade do método foi avaliada pela comparacao das bandas maximas
de absorcdo obtidas da analise de uma amostra dos arcaboucos sem farmaco,
comparadas com as bandas do sistema contendo farmaco.

Linearidade

A linearidade foi determinada por meio de medidas de absorbancia (Abs)
feitas em triplicata para as concentracoes de solugcdes utilizadas para obtencao da
curva de calibracdo. A linearidade entre as concentracdes e as medidas de Abs foi
avaliada pelo coeficiente de correlacédo (R), e pode ser considerada satisfatéria se R
> 0,99 (ANVISA, 2003).
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Exatidao

A exatiddo do método foi avaliada pela analise de solu¢gbes de curcumina e
dexametasona em concentracbes baixa, média e alta, (1, 6, 12 pg/ml para
curcumina). Expressa pela relagdo entre a concentracdo média determinada

experimentalmente e a tedrica correspondente. Sendo representada na equagéao 3.

Equacao 3- Exatidao

R% = Concentracido média experimental x 100
Concentragao tedrica

A ANVISA estabelece como aceitaveis valores de exatidao com coeficiente
de variacdo (CV%) maxima de 5%, portanto uma recuperacao entre 95% a 105% €
considerada satisfatoria.

Precisao

A precisao foi determinada pela repetitividade do procedimento analitico e foi
determinada por meio da analise de cinco solu¢cdes de mesma concentracdo (6
ug/mL para curcumina; e 30 pg/mL para dexametasona) pelo mesmo método, sob
as mesmas condi¢cdes de medigcdo, mesmo procedimento, mesmo analista, mesmo
instrumento e mesmo dia, definindo a repetibilidade. Ja a precisao intermediaria foi
avaliada no mesmo laboratério, utilizando o mesmo equipamento, porém em dias
diferentes e com analistas diferentes. O coeficiente de variagcdo (CV%) maximo
permitido € de 5% (ANVISA, 2003).

Limite de deteccao e limite de quantificacao

Os limites de deteccao (LD) e de quantificacdo (LQ) foram determinados a
partir do estudo de linearidade, baseando-se no desvio padréo e na inclinacdo da
curva analitica. E, sdo expressos como: LQ=3(a/S), e LD=10(0/S), onde ¢ é o desvio
padrao dos coeficientes lineares das curvas de calibracdo do ensaio de linearidade,
e S é ainclinagédo da curva padrdao ou média dos coeficientes angulares.
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3.3.8.2 Quantificacao dos farmacos

A quantidade de farmaco libertado foi determinada por meio de
espectroscopia de UV-visivel (Lambda 35) por monitorizacdo da absorvéncia
maxima a 422nm para curcumina e 236nm para dexametasona. Uma solucao de
PBS (pH 7,4 a 25 ° C) foi usado como o meio de libertacdo. Para quantificagdo do
teor de farmaco no arcabougos desenvolvidos nas Etapas Il e Ill os arcaboucos
foram pesados e medidos com didmetro igual 20 mm e altura igual a 10 mm, e
imersos em volumes de 60 ml de PBS em um sistema sob agitacdo magnética a 250
RPM a temperatura ambiente. A cada intervalo de tempo de 1hora foram retiradas
aliqguotas de 3 mL do sistema e quantificado pelo UV-VIS, os tempos para
determinacao foram 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 e 24 horas. Apés, cada extracdo das
aliquotas foi realizada a reposicdo de 3 mL de PBS. A quantidade cumulativa de
farmaco libertado foi obtida a partir da quantidade de farmaco no meio de libertacao
antes e depois de um dado intervalo de tempo. A quantificacdo foi determinada
avaliando-se a quantidade de curcumina ou dexamtasona, associada aos
arcaboucgos, de modo que para os arcabougos de QHC1 (4,5g de curcumina), QHCS5
(22,5g de curcumina) QHC10 (45,09 de curcumina); e QHD1 (4,59 de
dexametasona), QHD1 (22,5g de dexametasona). A concentracdo de farmaco para
cada aliquota foi comparado contra a curva de calibracdo de cada farmaco. O teor
de farmaco liberado foi calculado de acordo com a equagéo 4.

Equacao 4- Determinagao do teor de farmaco liberado.

Teor de farmaco liberado % = Valor guantificado. X 100
Valor iotal

Onde:

Valor wa representa a massa de farmaco adicionada inicialmente nos arcaboucos;

Valor guantiicado representa o valor analisado através do UV-VIS.
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Fluxograma experimental, Figura 16, etapas e desenvolvimento da pesquisa.

Etapa |: Desenvolvimento dos arcaboucos: QH1, QH3 e QH5

#Solugdo de quitosana (2%)

Preparacao das esferas

 Gelificagdo ionitropica; Formagdo das esferas: EQH1, EQH3 e EQH5

Formacao dos arcaboucos

eAgregacdo das esferas; Congelamento; Liofilizagdo; Formagdo dos arcabougos: QH1, QH3 e QH5

Caracterizacdes das esferas e arcaboucos

*FTIR, DRX, MEV, MO,Ensaio de compressao,%Gl, Ensaio de Citotoxicidade

Etapa Il: Desenvolvimento dos
arcaboucgos de curcumina:

QHC1, QHC5 e QHC10

Etapa Ill: Desenvolvimento dos
arcaboucos de dexametasona:

QHD1 e QHD5

m Preparacéo da quitosana

e Solugdo 2%

ml Preparacao da quitosana

¢ Solugdo 2%

m Preparacao solucdo Etapa |l e

*Solugdo quitosana/hidroxiapatita/curcumina
(1%,5%, 10% de curcumina)

ml Preparacao solucao Etapa lll g

*Solugdo quitosana/hidroxiapatita/dexametasona
(1%,5% de dexametasona)

ml Preparacao das esferas [

* Gelificagdo ionitropica (TPP 5%)
eEsferas: EQHC1, EQHC5 e EQHC10

ml Preparacao das esferas

*Gelificagdo ionitropica (TPP 5%)
eEsferas: EQHD1 e EQHD5

* Agregacdo das esferas; Congelamento; Liofilizagdo
e Formagdo dos arcabougos: QHC1, QHCS e QHC10

ml Formacaocao dos arcaboucos [

* Agregacdo das esferas; Congelamento; Liofilizagdo
*Formagdo dos arcabougos: QHD1 e QHD5

« (FTIR, DRX, MEV, MO, %GI, CITOTOXICIDADE, UV)

— Caraterizagdes e

« (FTIR, DRX, MEV, MO, %Gl, CITOTOXICIDADE, UV)

Figura 16- Fluxograma experimental da pesquisa.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para promover o melhor entendimento da pesquisa, os resultados foram
divididos em trés partes, de acordo com as Etapas descritas na metodologia (se¢ao
3.2).

4.1 Etapal

Os resultados expostos a seguir referem-se a Etapa |, etapa exploratéria do
método de fabricacdo dos arcaboucos de quitosana/hidroxiapatita, com
concentracdes de 1%, 3% e 5% de HA, codificados como: QH1, QH3, QHS5,
respectivamente, e escolha do arcaboug¢o mais adequado para dar continuidade as
Etapas Il e Ill.

4.1.1 Espectroscopia na Regiao de infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

Para essa etapa, foram obtidos os espectros na regido do infravermelho
para os materiais utilizados, a quitosana e a hidroxiapatita, e os arcaboucos QH1,
QHS3, QHS5, e estdo apresentados na Figura 17.
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Figura 17- Espectros de FTIR: (a) Hidroxiapatita, (b) Quitosana, (c) Arcabougo QH1 (d)
Arcabouco QHS3, (e) Arcabougco QH5.

Através da analise por Espectroscopia do Infravermelho foram observadas

as bandas de absorcao presentes no material utilizado e dos arcabougos fabricados.
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A partir do espectro de FTIR da Hidroxiapatita, Figura 17(a), pode-se
observar que as principais bandas caracteristicas como sendo: o pico bem definido
em torno de 1047cm™ e em 1090cm™’ correspondente & deformagéo do grupo PO4*,
e outro em 962cm’™ corresponde as vibragdes de alongamento do grupo PO4*,
esses resultados apresentam-se em acordo com os espectros de HA observados por
Chen et al., (2002) e por Han et. al., (2010). Além disso, podemos associar aos
resultados de Volkmer & Santos, (2007) que em sua pesquisa relatam as bandas
caracteristicas da hidroxipatita como sendo, além dos picos citados que se
relacionam com as ligagées PO,%, a presenca de outro pico em torno de 3570cm’™
que € correspondente ao grupo -OH estrutural, e de outro pico que se estende de
aproximadamente 3700 a 3000cm™ e o pico em 1627cm™ correspondem & &gua
absorvida, que podem ser observados na Figura 11(a) com menos intensidade.

A partir do espectro de FTIR da quitosana, Figura 17(b), pode-se observar
as principais bandas caracteristicas, sendo: banda de estiramento axial de OH entre
3180 e 3600cm™', sobreposta & banda de estiramento de N-H; grupo C-H em
2820cm’'; deformacgéo axial de C=0O de amida | em 1656cm™; deformagédo angular
de N-H de amina primaria em 1560cm™; estiramento vibracional de C-O do alcool
primario em 1000cm™ ; e presenca de pico em 1120cm™ e em 890cm™ relacionados
a estruturas polissacaridicas, ligacao C-O-C (éter). O espectro de quitosana obtido
esta de acordo com os espectros caracteristicos descritos nas pesquisas de Souza
et al., (2010); Torres et al,( 2005); Han et. al., (2010); Chen et al., (2002), e Sampaio
(2012).

Embora os espectros na regido do infravermelho da quitosana e dos
arcaboucos QH1, QH3, QH5, respectivamente, (Figura 17(c, d, €)), apresentem
certas semelhancas, é possivel observar algumas diferengas, que séo atribuidas as
diferentes concentracdes de hidroxiapatita presentes nas esferas, as diferencas sao
evidentes principalmente nas regides correspondentes aos seguintes intervalos de
comprimento de onda: 3550 a 3250cm™ e 1800 a 1500cm™. Comparando-se os
espectros de quitosana com os dos arcaboucos, verifica-se que houve significativas
modificaces na regido entre 1700 a 1300cm™. No caso das amostras de
arcaboucos, € visivel a diminuicao da banda de estiramento axial de OH em torno de
3460cm™' presente no espectro da quitosana, isso em virtude da presenca da
hidroxiapatita. Como também vai se evidenciando o pico em torno de 1000cm’™
caracteristico do estiramento vibracional de C-O da quitosana (Souza et al, 2010), e
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ocorre 0 aumento do pico em torno de 800cm™, que provavelmente pode ser
atribuido a hidroxiapatita, sendo esse pico € um triplete que se relaciona com as
ligacdes PO,> em 601 e 570cm™ com contribuigdo da ligacdo -OH do grupo apatita
em 630 cm™' (Volkmer & Santos, 2007). Diante disso, a partir das curvas obtidas na
Figura 17 (c), (d), (e), podemos observar que de forma geral, as absorcdes mais
caracteristicas sdo as de quitosana. Além disso, pode-se perceber que com o
aumento da concentragdo de hidroxiapatita ocorrem alteragées como a diminuigéo
das bandas mais caracteristicas da quitosana fazendo com que haja um
comportamento mais préximo ao da hidroxiapatita, em especial no arcabouco, QH5,
corroborando com os resultados refletidos em DRX, a seguir.

4.1.2 Difracao de raios X (DRX)

Para essa etapa, foram obtidos os difratogramas para os materiais
utilizados, a quitosana e a hidroxiapatita, e os arcabougos de QH1, QH3 e QH5

estao apresentados na Figura 18.
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Figura 18- Difratograma para: (a) Hidroxiapatita, (b) Quitosana, (c) Arcabouco QH1, (d)
Arcabougo QH3, (e) Arcabougo QH5.

O difratograma da Hidroxiapatita, Figura 18(a), apresenta picos de difragdo
caracteristicos com o padrdao JCPDS 9-432 e JCPDS 72-1243, e foi essencial para
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comparacdo com os difratogramas dos arcabougcos QH1, QH3, QHS5,
respectivamente. Uma vez que permitiu identificar, os dois grupos de picos de
reflexdo que podem ser utilizados para avaliar a formacao de hidroxiapatita: um pico
a 26= 26° (002), 26= 31,8° (211), 26= 33° (112), 26= 40° (310), 26= 46° (222),
206=50° (213) (FOOK, 2012; MOREIRA et. al, 2007; CHEN et al., 2002).

O difratograma da Quitosana (Figura 18(b)) apresenta picos de difracdo em
20 = 25° e observou-se um halo de difragcdo em 26 =10°. Segundo Uragami (2006),
as fortes interagdes intra e intermoleculares devido as pontes de hidrogénio entre os
grupos amina e alcool presentes na molécula de quitosana, faz com que esse
material se apresente como semi-cristalino dai a auséncia de picos bem deifinidos.

A anadlise de DRX para os arcabougos QH1, QH3, QH5, respectivamente,
apresenta um aumento na cristalinidade, atribuido a cristalinidade do hidroxiapatita,
quando comparada com a quitosana, e apresentam 0s picos que correspondem a
fase JCPDS 9-432, apresentando em todos os difratogramas para os arcaboucos os
picos: 26= 26° (002), 206= 31,8° (211), 26= 33° (112), 20= 40° (310), 26= 46°
(222), 26= 50° (213). Além disso, podemos observar que conforme vai aumentando
a concentracao de hidroxiapatita o difratograma apresenta os picos identificados no
difratograma da HA mais definidos. Além disso, observa-se no padrao de DRX dos
arcaboucos QH1, QH3, QH5, que a regido de em torno de 26= 10° e 20° apresenta
um alargamento tipico de fase amorfa, indicada pela quitosana, esta regido expressa
a falta de periodicidade a longo alcance, em decorréncia das deformagbes; como
também, podemos observar ainda nesta regido que para os arcaboucos na
concentracao de QH5 observa-se maior cristalinidade, pela presenca de picos bem

definidos, em funcdo da maior quantidade de HA.

4.1.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espectroscopia por
Energia Dispersiva de raios X (EDS)

A técnica de microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi utilizada para
avaliar a morfologia e a superficie das esferas constituintes dos arcabougcos EQH1,
EQH3 e EQH5, tanto em aspecto externo como em aspecto interno, por meio de
corte realizado na seccao transversal das esferas EQH1, EQH3 e EQH5. As
micrografias e as analises por EDS estao apresentadas nas Figuras 19, 20 e 21.
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Figura 19- Micrografias das esferas EQH1: superficie externa em aumento de (a)100x,
(b)500x, (c)1000x; superficie interna em aumento de (d)100x, (e)1000x e (f)EDS da
superficie indicada.

A partir das micrografias apresentadas na Figura 19 podemos afirmar que as
estruturas formadas tém de fato uma geometria esférica, com presenca de poros
com didmetros variados, como evidenciado pela Figura 19a, b e c. Além disso, a
partir da micrografias da Figura 19b verifica-se que as esferas compoésitas nao
apresentam sua superficie totalmente homogéneas devido a presenca de
hidroxiapatita, que €& observada como particulas dispersas no seio da fase
polimérica, de forma que, a analise de EDS, apresentada na Figura 19f, permitiu
confirmar que os pontos brancos observados se tratam de fosfato de calcio, pela
presenca dos elementos célcio e fésforo, confirmando assim a presenga da

hidroxiapatita dispersa na matriz de quitosana.
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Figura 20- Micrografias das esferas EQH3: superficie externa em aumento de (a)100x,
(b)500x, (c)1000x; superficie interna em aumento de (d)100x, (e)1000x e (f)EDS da
superficie indicada.

Analisando as micrografias das esferas EQH3 apresentadas na Figura 20,
verifica-se que com a composi¢do usada foi possivel obter uma geometria esférica,
com menor numero de poros superficiais, sendo estes também de menor dimens&o.
Indicativo de que com a introducdo de uma maior quantidade de fosfato de calcio,
verifica-se que a superficie da esfera se torna mais densa, com menos espagos
vazios, e que os pontos brancos, identificados como sendo o ceramico, passam a
ser mais frequentes, sendo ainda possivel identificar duas fases distintas, a

polimérica e a ceramica.
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Figura 21- Micrografias das esferas EQH5: superficie externa em aumento de (a)100x,
(b)500x, (c)1000x; superficie interna em aumento de (d)100x, (e)1000x e (f)EDS da
superficie indicada.

Nas micrografias apresentadas na Figura 21 podemos afirmar que mesmo
observando-se uma geometria esférica, com o aumento do percentual de ceramico,
a tendéncia verificada foi a de maior densidade da superficie e consequente
diminuicdo do numero de poros ou espacos vazios. Dos poros observados verifica-
se ainda que estes tém menor dimensao. Verifica-se também que a superficie se
tornou mais rugosa e que nesta ultima composi¢édo ja ndo € possivel distinguir a
diferenga entre a fase polimérica e a ceramica, e que em uma regido aleatéria como
mostrado nas micrografias da Figura 21, por EDS, Figura 21e, podemos identificar
as fases ceramicas pela presenca de calcio e fésforo, indicando que a hidroxiapatita
esta de fato bem distribuida de forma a ndo possibilitar sua diferenciagao entre a
quitosana, como era permitido fazer nas concentragdes anteriores.

Com o auxilio de um software denominado IMAGEJ, foi possivel fazer um
estudo do tamanho dos poros observados para as micrografias anteriores. Na Figura
22 apresentam-se o tamanho e a distribuicAo dos poros para os compoésitos

formados:
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Figura 22- Histograma de Distribuicdo de poros. Vemelho EQH1, Verde EQH3, Azul EQHS5.

Analisando o histograma apresentado na figura 22, verifica-se que a
composicao de EQH1 apresenta uma maior quantidade de poros entre 80- 120um,
enquanto que as composicoes de EQH3 e EQH5 apresentam maior quantidade de
poros até 80um. Diante disso, observa-se que com o aumento da quantidade de
ceramico nas esferas a quantidade de poros superficiais diminuiu, tendo a
homogeneidade e a rugosidade aumentando consideravelmente. O tamanho e a
forma do poro afetam a capacidade de fixacdo e de crescimento das células e,
portanto, influencia a eficacia da regeneracao de tecidos. Segundo Cheung et al.
(2007), o tamanho e geometria ideal dos poros sdo dependentes de tipos
especificos de células. Por exemplo, o tamanho 6timo para o crescimento celular em
0SSO poroso varia de 75-250 um, enquanto que para tecido fibro-cartilaginoso, o
tamanho deve ser maior, estando em torno de 200-300 um. A explicacdo para a
diminuicdo da porosidade podera estar associada a fatores que dizem respeito ao
congelamento e liofilizagdo, uma vez que os poros sdo criados pelo congelamento
da agua presente em cada esfera, ocorrendo difusdo de moléculas de agua e
agregagao em cristais que depois de sublimados na liofilizagdo deixam o espago
vazio observado como poro. Com a inclusdo de maior quantidade de ceramico e
com a possivel interagdo deste com o polimero é possivel que a agua tenha menor

mobilidade para formar cristais maiores e assim ocorra a formacdo de poros
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menores. Por outro lado devido a menor fragcdo polimérica menos agua € adsorvida
pelas macromoléculas poliméricas e, assim, menor quantidade de poros € formada.
No ambito da engenharia de tecidos, os suportes tridimensionais devem ter
alta porosidade e estrutura de poros interligados para melhorar a condi¢ao bioldgica,
permitindo a proliferagéo e diferenciacdo de células. A porosidade dos arcabougos
foi avaliada por base no método utilizado por HANA et al.(2010), e esta representada

em valores percentuais no Gréfico da Figura 23.
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Figura 23- Gréfico da Porosidade (%) dos arcabougos: QH1 (HA1%); QH3 (HA3%); QH5
(HA5%).

Os resultados do ensaio de Porosidade (Fig. 23) mostraram que quanto
maior a concentragado de hidroxiapatita nos arcabougos formados ha uma tendéncia
a diminuicdo da porosidade nos arcaboucgos, de modo que, em QH1 pode-se obter
maior porosidade (63+ 3), e em arcaboucos QHS5 observa-se menos porosidade (50
+ 1). Corroborando com os resultados observados nas micrografias e discutidos
anteriormente, em que se pode observar que quanto maior a concentracdo de
hidroxiapatita havia uma diminuicdo na presenca e no tamanho de poros na
estrutura. Zhang & Zhang, (2001), consideram que a porosidade mais adequada

para os arcaboucos deve estar em valores em acima de 70%, considerando esta
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porcentagem ideal para promover diferenciacdo celular e permitir proliferacdo das
células, e osteocondutividade. Cai et al. (2011), em sua pesquisa desenvolveu
arcabougos compostos por quitosana/hidroxiapatita, e obteve resultados de
porosidade em torno de 80%, sendo bem maiores que os obtidos nesta pesquisa.
Bem como, Wattanutchariya & Changkowchai, 2014 também em sua pesquisa com
arcaboucgos compostos por quitosana-alginato/hidroxiapatita, obteve resultados de
porosidade em torno de 70%. A diferenga de porosidade encontrada nas literaturas
reportadas em relacdo a esta pesquisa pode ser atribuida a metodologia de
obtencdo dos arcaboucos, de modo que, pode ser interessante ajustar a
metodologia para obtencao de arcabougos com porosidade maior que 70%.

4.1.4 Microscopia Otica (MO)

A técnica de Microscopia Otica foi utilizada para auxiliar nas analises de
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), na investigacdo dos arcabougos QH1,
QH3, QH5 (Figura 24).

As Figuras 24(a), (c) e (e) mostram as analises das esferas de EQH1, EQH3
e EQHS5, respectivamente, que foram obtidas a partir do método de gelificacdo
ionotrdpica, e as Figuras 24(b), (d) e (f) apresentam imagens da secao transversal
dos arcaboucos QH1, QH3, QHS5, respectivamente, obtidos por agregacédo de

particulas.
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Figura 24- Imagens obtidas por microscopia Optica, em aumento de 50x, para: (a) EQH1; (b)
QH1; (c) EQHS; (d) QH3; (e) EQHS5; (f) QHS.

A partir das imagens obtidas para as esferas e os arcabougos formados por
quitosana/hidroxiapatita com diferentes concentragées de HA, podemos afirmar que
a medida que se aumenta a concentragdo de HA nas esferas apresentadas nas
Figuras 24(a), (c) e (e), verifica-se a formacdo de estruturas mais densas e com
formato esférico mais definido, como representado na figura 24 (e), que apresenta a
esfera com maior concentracdo de HA. Como também, verifica-se que de modo

geral a inclusdo de hidroxiapatita ocasionou um leve aumento no didmetro das
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particulas, que estdo em torno de 1820 £ 210 um para as esferas EQH1, de 1920 *
170um para as esferas EQH3, e de 2166 = 230um para as esferas EQHS5.
Resultados semelhantes em relagdo ao tamanho de esferas foi observado por
Morais et al.(2008), que obteve esferas de quitosana produzidas pelo método de
gelificacao ionotrépica com diametro médio de 2000-3000 um, utilizando uma agulha
hipodérmica (0,7 x 25 mm?), onde as goticulas formadas foram coletadas em uma
solugdo de NaOH (10%) e sem seguidas reticuladas com glutaraldeido. As
diferengas, ou diminuicdo do tamanho médio das esferas podem ser atribuidas ao
tipo de reticulante utilizado nesta pesquisa, que no caso foi o tripolifostado de sédio.
A técnica de Microscopia Otica (Figuras 24) permitiu a identificacdo do
formato dos arcaboucgos, formados depois do processo de agregacéo de particulas,
por meio do uso de gelatina, e a visualizagao da estrutura porosa como apresentado
nas Figuras 24(b), (d) e (f). De forma geral, todos os arcaboucos exibiram estrutura
porosa com uma boa interligacdo e tamanho de poro, estando em torno de 80 a 300
um. O tamanho e a forma do poro afetam a capacidade de fixagdo e de crescimento
das células e, portanto, influencia a eficacia da regeneracdo de tecidos. Segundo
CHEUNG et al. (2007), o tamanho e geometria ideal dos poros sao dependentes de
tipos especificos de células. Por exemplo, o tamanho 6timo para o crescimento
celular em osso poroso varia de 75-250 um, enquanto que para tecido fibro-
cartilaginoso, o tamanho deve ser maior, estando em torno de 200-300 um. Além
disso, a interligacao dos poros no arcabouc¢o também afeta a migracéo e proliferacao

celular.

4.1.5 Ensaio de Compressao

A caracterizacdo mecanica esta entre os mais importantes testes fisicos a
serem realizados em materiais que desejam ser implantados e deverdo suportar
esforcos mecéanicos quando em uso, para aplicagbes ortopédicas, como
regeneracao 6ssea.

As propriedades do tecido 6sseo dependem da sua composicao (colageno e
hidroxiapatite) e da sua estrutura (trabécular ou cortical) (Fook et al., 2012). Os
arcaboucos utilizados em engenharia de tecidos désseos devem possuir uma
compatibilidade estrutural mais aproximada possivel, i.e. devem ter um
comportamento mecanico semelhante ao tipo de tecido que se pretende reconstruir.
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As propriedades mecéanicas dos arcabougos foram caracterizadas por ensaio

de compressao,

em

quatro amostras de cada composicao escolhidas

aleatoriamente,, e as curvas tensado-deformagao obtidas para os arcabougos QH1,

QH3 e QHS5, estao apresentadas na Figura 25.
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(a) Curvas dos arcabougos QH1.
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(b) Curvas dos arcabougos QH3.
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(c) Curvas dos arcabougos QH5.
Figura 25- Curvas tensdo-deformacéao dos arcaboucos: (a) QH1 (b) QH3 (c) QH5.

A partir das curvas tensao-deformacao, Figura 25, podemos observar que
independente da concentracdo de hidroxiapatita presente, as analises por
compressdo geraram curvas tensdo-deformacao tipicas de um sdlido elastomérico
celular, tais como, o comportamento de um polimero elastémero e, a nivel biologico,

comportamento de espumas de célula aberta de baixa densidade, Figura 26.
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Figura 26- Curva tipica de tensdo-deformacéo uniaxial de um solido elastomérico celular em
compressao apresentando as regides elastica linear, platdé (colapso) e densificagdo, assim

como o mddulo elastico linear (E*) e tensao elastica na regido de colapso. (Adaptado de
Fook, 2012).
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Essas curvas sao caracterizadas por trés regides distintas: (1) uma regiao
elastica linear controlada pela flexdo das paredes dos poros, (2) um longo platé na
curva devido ao colapso dos poros, mostrado a seguir na Figura 19 (3) uma regiao
caracterizada pelo aumento da tensdo sem grande incremento de deformacao,
conhecida como regido de densificacdo, onde os poros sdo completamente
colapsados, 0 que provoca um aumento rapido da resisténcia do material (OLIVEIRA

et. al, 2007), conforme a Figura 27.

Figura 27- Esquema do comportamento dos poros durante o ensaio de compressao
(OLIVEIRA et. al, 2007).

E, além disso, a nivel comparativo podemos afirmar que as pequenas
diferencas observadas entre as curvas anteriores sdo provenientes das diferentes
concentragdes de hidroxiapatita. Que resultaram em diferentes tensdes como

podemos observar na tabela 6 a seguir:

Tabela 6- Propriedades mecénicas de compressao.
Composicao QH1 QH3 QH5
Tensdo maxima (MPa) 0,44 + 0,09 1,29+0,06 1,26 + 0,00
Modulo de Elasticidade(MPa) 0,73+ 0,29 3,39+047 2,32+0,82

Do ensaio de MEV verificou-se que com o aumento da composi¢cdo de
ceramico, ocorreu menor ocorréncia de poros, e presenca de poros com menores
tamanhos. A presenga de espagos vazios no interior de um dispositivo determina de
forma significativa as suas propriedades mecénicas uma vez que sao zonas onde
ndo existem ligagbes moleculares. Adicionalmente, € de esperar que o ceramico
devido ao fato de ter um maior modulo de elasticidade se comporte como um reforgo
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da estrutura. Assim, teoricamente € de esperar que quanto maior a composicao de
hidroxiapatita maior tensdo devera suportar o compésito formado.

Nas curvas tensdo x deformagdo apresentado na Figura 25, o
comportamento da curva mostrou que o carater elastomérico € mais evidente
quando se tem um teor polimérico mais elevado, tornando-se menos evidente com o
aumento da composicao em hidroxiapatita.

Ja no que toca a tensdo maxima, na tabela 6, verifica-se tal como esperado
que a tensdo aumente da composi¢ao de QH1 para QH3 e se mantem praticamente
idéntica de QH3 para QH5. A primeira variacdo podera estar relacionada com o
namero de poros e 0 tamanho dos poros, uma vez que a composicao QH1, como ja
visto, possui uma estrutura mais porosa. Mas, também podera estar relacionado com
o maior reforgo oferecido pela hidroxiapatite na composicédo de QH3.

Em relacdo ao modulo de elasticidade, verifica-se que a composicao de QH1
€ mais elastica que as demais por conta da presenca de menos fosfato de célcio.
Para as composi¢cdes de QH3 e QH5 nota-se que esta relagdo (quanto maior fosfato
de célcio menor elasticidade) ndo se verifica, sendo a composicdo de QH3 menos
elastica uma vez que na zona de deformacéo elastica é necessario mais tensao para
provocar o mesmo deslocamento compressivo. Atendendo a metodologia empregue,
a suspeita do reforco da estrutura recai sobre possiveis interacées entre polimero-
ceramico, obtendo-se um maximo destas interacées na composi¢cdo de QH3 ficando
a composicdo de QH5 com maior niumero de interacées ceramico-ceramico que
acabam por ndo contribuir para o aumento da rigidez do polimero.

Observacgoes realizadas ao arcabougo de QH5 confirmam que este ser torna
mais fragil que o arcabouco de QH3, como pode ser confirmado na Figura 28, que
apresenta os corpos de prova apos o ensaio de compressao. A possivel justificativa
para tal podera ser que ocorram mais ou 0 mesmo numero de ligagbes entre a
quitosana e a hidroxiapatite na concentracdo de QH3 do que quando se usa QH5,
uma vez que a fragdo de quitosana € menor. Para que se observasse um valor maior
de tensdo e modulo de elasticidade devido a presenca de ceramico, seria necessario
proceder a sinterizagdo do mesmo, para que se estabelecessem ligacdes entre as
moléculas cerdmicas.
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Figura 28- Corpos de prova apds ensaio de compressao: (a) QH1 (b) QH3 (c) QH5.

A literatura para arcabougos empregados em regeneragao 0ssea indica que o
comportamento mecéanico deve se assemelhar ao 0sso, seja ele trabecular ou
cortical. Sendo assim, esperava-se que o0s resultados obtidos se assemelhassem
aos do osso trabecular, com sua tens&o de compresséao variando entre 4 a 12 MPa e
0 seu moédulo de rigidez podendo estar entre 0,02 a 0,5 GPa (Fontes, 2010;
Guastaldi & Aparecida, 2010). Desse modo, os arcabougos desenvolvidos nao

apresentam comportamento mecanico adequado com o esperado na literatura.

4.1.6 Grau de Intumescimento

A figura 29 apresenta os resultados do Grau de Intumescimento para os
arcaboucos QH1; QH3 e QH5.
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Figura 29- Grafico do Grau de Intumescimento(%) dos arcabougos: QH1; QH3; QHS5.
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A partir do grafico nota-se que todas as composicées apresentam alta
capacidade de absorcao e habilidade de retencédo da solucao de PBS, uma vez que,
absorvem mais do que seu proprio peso apresentando valores de grau de
intumescimento maiores que 100%. Essa capacidade pode ser atribuida tanto a
hidrofilicidade dos materiais quanto a manutencao das estuturas 3D. Em relacéo a
hidrofilicidade dos materiais, podemos afirmar que este comportamento pode ser
atribuido a quitosana, devido a presengca dos grupos desacetilados que
naturalmente associados aos grupos hidroxilas e amino caracterizam essa forte
afinidade por moléculas polares.

A partir dos valores de grau de intumescimento obtidos para os arcabouco
QH1, QH3 e QHS5, é possivel observar que ha uma diminuicao dos valores a medida
que se aumenta a concentracdo de HA, de modo que para os arcabougo QH5 séo
observados os menores valores e para os arcabouco QH1 sdo observados os
maiores valores, isso pode ser atribuido a morfologia e porosidade dos arcaboucos,
uma vez que que quanto maior a concentragdo de HA menor € a presenga € o
tamanho dos poros, fazendo com que, possivelmente, haja uma menor capacidade
de absorcao de PBS.

4.1.7 Citotoxicidade

A Figura 30 mostra os resultados de viabilidade celular para os arcabougos
QH1; QH3 e QHS5.

QH1 e QH3 e QH5
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Figura 30- Grafico do Ensaio de Citotoxicidade (%) dos arcabougos: QH1; QH3; QHS5.
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A partir dos resultados obtidos no ensaio de citotoxicidade e apresentados
na Figura 30, podemos afirmar que os arcaboucos produzidos apresentam
resultados satisfatorios em relacdo a viabilidade celular, uma vez que, os valores
estdo em torno de 70% para todos os arcabougos QH1, QH3 e QH5 mostrando
assim, que nao apresentam citotocicidade que afeta a possibilidade de serem
aplicados. Além disso, podemos afirmar que as diferentes concentra¢des de HA nao
afetaram a viabilidade celular de forma a gerar grandes diferengas nos resultados. A
qualidade dos resultados deve-se ao carater nao-citotéxico da quitosana e da
hidroxiapatita. Andlogo a esta pesquisa, Leal et al.,, (2012), desenvolveu
biocompésitos de quitosana e hidroxiapatita, que quando testados apresentaram
viabilidade celular acima de 70 % . Zhao et al., (2006), em sua pesquisa desenvolveu
arcaboucos compostos por quitosana-gelatina e hidroxiapatita e obteve resultados
de viabilidade celular em torno de 90%, sendo até maiores que os obtidos nesta
pesquisa, isso pode ser atribuido a metodologia de obtencdo dos arcaboucos,
indicando que o uso de alguns reagentes desta pesquisa, como o caso de etanol,
pode ter afetado a viabilidade celular, mas ainda assim os resultados observados
nesta pesquisa sao consideraveis.

Levando em consideracdao todos os resultados obtidos e discutidos nesta
secao optou-se escolher o arcabougo QH3 para dar continuidade a pesquisa, em
suas Etapas Il e lll. Uma vez que, este arcabouco foi o que apresentou resultados
consideraveis em relacao as propriedades mecanicas, citotoxicidade, e até mesmo
em relagdo a porosidade, de maneira a apresentar melhores caracteristicas para o
estudo em liberacao controlada de farmacos.

4.2 Etapall

Os resultados expostos a seguir referem-se a Etapa |l, etapa de insercao do
farmaco, curcumina, formando os arcabougos QHC1, QHC5, QHC10, e investigacao
do comportamento do farmaco e perfil de liberacéo.

4.2.1 Espectroscopia na Regiao de infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)
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Para essa etapa, foram obtidos os espectros na regido do infravermelho para
os materiais utilizados, quitosana e hidroxiapatita, para os arcabougos QH3 e para
0s arcabougos com curcumina, sendo eles QHC1, QHC5 e QHC10, que estao
apresentados na Figura 31.
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Figura 31- Espectros de FTIR: (a) Hidroxiapatita, (b) Quitosana, (c) curcumina (d)Arcabougo
QH3, (e) Arcabouco QHC1 (f) arcabougo QHCS5 (g) arcabouco QHC10.
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Através da analise por Espectroscopia do Infravermelho foram observadas
as bandas de absorcao presentes no material utilizado e dos arcaboucos fabricados.
A partir do espectro de FTIR da Hidroxiapatita, Figura 31(a), podemos observar que
as principais bandas caracteristicas como sendo: o pico bem definido em torno de
1047 cm™ e em 1090 cm™ correspondente & deformacéo do grupo PO, , e outro
em 962 cm™ corresponde as vibracdes de alongamento do grupo PO, , esses
resultados apresentam-se em acordo com os espectros de HA observados por Chen
et al., (2002) e por Han et. al., (2010).

A partir do espectro de FTIR da quitosana, Figura 31(b), podemos observar
as principais bandas caracteristicas, sendo: banda de estiramento axial de OH entre
3180 e 3600 cm™', sobreposta & banda de estiramento de N-H; grupo C-H em 2820
cm’’; deformagcao axial de C=0 de amida | em 1656 cm™'; deformagao angular de N-
H de amina primaria em 1560 cm™; estiramento vibracional de C-O do &lcool
primario em 1000 c¢cm™; e presenca de pico em 1120cm™ e em 890cm™
relacionados a estruturas polissacaridicas, ligacdo C-O-C (éter). O espectro de
quitosana obtido estd de acordo com os espectros caracteristicos descritos nas
pesquisas de Souza et al., (2010); Torres et al,( 2005); Han et. al., (2010); Chen et
al., (2002), e Sampaio (2012).

A partir do espectro de FTIR para curcumina (Figura 31c) pode-se observar
as bandas de absorcao caracteristicas identificadas por: presenca de vibragdes em
3504 cm™' devido ao alongamento O-H de grupo fendlico; pico a 1.627 cm™ devido
ao alongamento de vibracdes de ligagdo C = O; pico a 1.602 cm™ devido a
alongamento de C = C de grupos aromaticos e alifaticos; pico em 1.230 cm™ devido
a alongamento de C-O-C de éter; pico em 960 cm™' devido a vibracdo trans-CH do
benzoato; e pico em 713 cm™ devido a vibragdo cis-CH do anel aromatico. Esses
resultados apresentam-se em acordo com 0s espectros de curcumina observados
por Khan et al.( 2015), Parize et al. (2012) e Ali et al. (2014).

A partir do espectro de FTIR para os arcabougos contendo curcumina,
Figura 31(e), (f) e (g), podemos afirmar que ha regiées no espectro com
sobreposicao em alguns picos caracteristicos de quitosana e do farmaco curcumina,
e que estdo mais evidentes para os arcabougos QHC1 e QHC10, Figura 31(e) e (g).
As absorcbes caracteristicas de curcumina, mais destacadas como sobreposicao
sd0: pico a 1602 cm™ devido alongamento de vibragdes de ligagdo C = O; e pico a
1602 cm™ devido a alongamento de C = C de grupos aromaticos e alifaticos. khan
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et al.(2015), em sua pesquisa com curcumina e quitosana, também obteve espectros
de FTIR sobrepostos, indicando que nenhuma transformacéo na estrutura quimica
do farmaco ocorreu devido aos passos de processamento. Resultados semelhantes
para de analise FTIR também foram encontrados por Ali et al. (2014) em sua
pesquisa com curcumina e polimeros , que revelou que nao havia nenhuma
interacao entre o farmaco e os polimeros, de modo que estes polimeros podem ser
utilizados convenientemente no maior desenvolvimento das microesferas curcumina.
Além disso, a analise de FTIR dos arcaboucos de QHC5 revelou que as absorgdes
sobrepostas dos picos de curcumina e quitosana, apresentam-se com menor
intensidade de absor¢éo, indicando uma possivel interagdo entre o compdsito e o
farmaco, de modo que, a interacdo mais provavel refere-se a possiveis interacdes
entre a quitosana e a curcumina. Alguns autores como Boruah et al. (2012), afirma
que as reducdes podem ser atribuidas a uma possivel interacdo entre os grupos

amina da quitosana e 0s grupos cetona da curcumina.

4.2.2 Difracao de raios X (DRX)

Para essa etapa, foram obtidos os difratogramas para os materiais
utilizados, a quitosana e a hidroxiapatita, os arcaboug¢os QH3, e os arcaboucos de
QHC1, QHC5 e QHC10, e estao apresentados na Figura 32.
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Figura 32- Difratogramas: (a) Quitosana, (b) Hidroxiapatita, (c) curcumina, (d) Arcabouco
QH3, (e) Arcabougo QHC1 (f) arcabougo QHCS5 (g) arcabougco QHC10.

Como discutido anteriormente, o difratograma da Quitosana, Figura 32(a),
apresenta picos de difragdo em 206 = 25° e observou-se um halo de difracdo em 26
=109, devido a quitosana ser um polimero semi-cristalino e assim, apresentar
auséncia de picos bem deifinidos. No difratograma da Hidroxiapatita, Figura 32(b),
observa-se picos de difracao caracteristicos com o padrao JCPDS 9-432 e JCPDS
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72-1243, sendo estes: um pico a 206= 26° (002), 26= 31,8° (211), 26= 33° (112),
206=40° (310), 26= 46° (222), 26= 50° (213) (FOOK, 2012; MOREIRA et. al, 2007;
CHEN et al., 2002; GAO et al., 2013).

E possivel observar pelo difratograma da curcumina, Figura (c), dois picos
estreitos de maior intensidade e bem definidos em 26 = 8,95° e 17,26 °, indicando
que a curcumina em pd encontra-se numa forma semicristalina. De acordo com
Kumar et al. 2014, os picos caracteristicos da curcumina sdo observados no
intervalo de 10-30°, onde verifica-se uma série de picos nos angulos 7,84°, 12,12°,
14,45°, 18,12°, 21,27°, 23,36°, 24,51°, 25,65° 26,73°, 28,23°, 28,9°. Conforme
também observado por Chen et al.,2013; Yallapu et al., 2012; Anitha et al., 2011;
Donsl et al., 2010.

A analise de DRX para os arcaboucos QH3 apresenta um aumento na
cristalinidade, atribuido a cristalinidade do hidroxiapatita, quando comparada com a
quitosana, e apresentam os picos que correspondem a fase JCPDS 9-432,
apresentando em todos os difratogramas para os arcabougos 0s picos: 206= 26°
(002), 26= 31,8° (211), 26= 33° (112), 26= 40° (310), 26= 46° (222), 26= 50°
(213).

Ao observamos os difratogramas para os arcaboucos contendo curcumina,
Figura 32(e), (f) e (g), podemos afirmar que a presenca do farmaco, ndo ocasionou
de forma significativa 0 aumento da cristalinidade do material, pois no difratograma
das amostras QHC1 QHC5 e QHC10 observa-se que os picos caracteristicos da
curcumina estao presentes em menor intensidade, de acordo com Khan et al.( 2015)
isto pode ser devido a diferencas no tamanho da particula ou na cristalinidade das
amostras, logo indica-se uma provavel obtencao de uma estrutura amorfa. Segundo
Song et al. (2011), a obtencao de uma estrutura amorfa sugere que a curcumina foi
dispersa molecularmente na quitosana. De acordo com Song et al. (2014), isto é
benéfico para a difusdo de moléculas do farmaco através da matriz polimérica, o que
pode levar a uma liberacdo controlada do farmaco encapsulado. Com isso, de
acordo com Vasconcellos et al., (2011),espera-se que o farmaco se difunda a uma
taxa mais rapida, pois a estrutura com aspecto amorfo apresenta poros com uma
area de superficie maior de troca, em compara¢cdo com materiais cristalinos.
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4.2.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espectroscopia por
Energia Dispersiva de raios X (EDS)

A técnica de microscopia eletrbnica de varredura (MEV) foi utilizada para
avaliar a morfologia e a superficie das esferas constituintes dos arcaboucos, tanto
em aspecto externo quanto em aspecto interno, por meio de corte realizado na

secgao transversal das esferas EQHC1, EQHC5 e EQHC10. As micrografias e as

andlises por EDS estao apresentadas nas Figuras 33, 34, 35.

54.0%

Figura 33- Micrografias das esferas EQHC1: superficie externa em aumento de (a)100x,
(b)500x, (c)1000x; superficie interna em aumento de (d)100x, (e)1000x e (f) EDS da
superficie indicada.

A partir das micrografias apresentada para esferas EQHC1, Figura 33,
podemos observar a formacao de particulas esféricas, rugosas e com poros, o que
pode influenciar a liberacdo do farmaco. Além disso, ao compararmos essas esferas
com as esferas que nao continham o farmaco, esferas EQH3, Figura 20, pode-se
afirmar que com a introdug&o do farmaco levou a uma tendéncia de maior densidade
da superficie e consequente diminuicdo do numero de poros ou espagos vazios.

Verifica-se também que a superficie se tornou rugosa e que é possivel perceber



103

pontos dispersos e as vezes aglomerados distribuidos em meio a matriz polimérica
como mostrado na Figura 33(e), e por EDS, Figura 33(f), podemos identificar as
fases ceramicas pela presenca de célcio e fésforo, indicando da presenca da
hidroxiapatita, bem como em maior quantidade o elemento oxigénio (O), que esta
presente tanto na cadeia da quitosana quanto na cadeia de curcumina. Além disso,
€ possivel observar a presenca de sodio (Na) e cloro (Cl), que podem ser

relacionados a residuos da solugao de PBS que ficaram impregnados nas esferas.

50.8 %

Figura 34- Micrografias das esferas EQHC5: superficie externa em aumento de (a)100x,
(b)500x, (c)1000x; superficie interna em aumento de (d)100x, (e)1000x e (f) EDS da
superficie indicada.

A partir das micrografias das esferas EQHC5, apresentadas na Figura 34,
podemos observar a formacao de particulas esféricas, rugosas e com poros, o que
pode influenciar a liberacdo do farmaco. Além disso, podemos afirmar que essas
esferas nado apresentam diferencas significativas quando comparadas com as
esferas EQHC1, Figura 33. De forma que, verifica-se também que a superficie se
tornou rugosa e que € possivel perceber pontos dispersos e as vezes aglomerados
distribuidos em meio a matriz polimérica; e por EDS, Figura 34(f) podemos identificar
as fases ceramicas pela presenga de calcio e fosforo, indicando da presencga da
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hidroxiapatita, bem como em maior quantidade o elemento oxigénio (O), que esta
presente tanto na cadeia da polimérica da quitosana quanto na cadeia de curcumina.
Além disso, é possivel observar a presencga de sbédio (Na) e cloro (Cl) , que podem
ser relacionados a residuos da solucdo de PBS que ficaram impregnados nas
esferas.
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Figura 35- Micrografias das esferas EQHC10: superficie externa em aumento de (a)100x,
(b)500x, (c)1000x; superficie interna em aumento de (d)100x, (e)1000x e (f) EDS da
superficie indicada.

A partir das micrografias apresentadas para as esferas EQHC10, Figura 35,
podemos observar, assim como nas figuras 33 e 34, a formacdo de particulas
esféricas, rugosas e com poros, o que pode influenciar a liberacdo do farmaco. Além
disso, podemos afirmar que essas esferas nao apresentam diferencas significativas
quando comparadas com as esferas de EQHC1 e EQHCS5, apresentadas nas
micrografias das Figuras 33 e 34, ainda que, possamos afirmar o aumento de
farmaco pode ter levado a uma tendéncia de maior densidade da superficie e
consequente diminuicdo do numero de poros ou espacos vazios, verificados nas
esferas com menores concentragées de curcumina. Da mesma forma que, nas

esferas anteriores Figuras 33 e 34, verifica-se que a superficie apresenta-se rugosa
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e que € possivel perceber pontos dispersos e as vezes aglomerados distribuidos em
meio a matriz polimérica; e por EDS, podemos identificar as fases ceramicas pela
presenca de calcio e fésforo, indicando da presenga da hidroxiapatita, bem como
em maior quantidade o elemento oxigénio (O), que esta presente tanto na cadeia da
polimérica da quitosana quanto na cadeia de curcumina. Além disso, é possivel
observar a presenca de sodio (Na) e cloro (Cl), que podem ser relacionados aos
residuos da solugcao de PBS que ficaram impregnados nas esferas.

Os suportes tridimensionais devem ter alta porosidade e estrutura de poros
interligados para melhorar a condicao biologica, permitindo a proliferacédo e
diferenciacdo de células. A porosidade dos arcaboucos foi avaliada por base no
método utilizado por Hana et al.(2010), e esta representada em valores percentuais
no Gréfico da Figura 36.
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Figura 36- Grafico da Porosidade (%) para arcabougos: QH3; QHC1; QHC5; QHC10.

Os resultados do ensaio de Porosidade, Figura 36, apresentam dados para os
arcaboucos com e sem o farmaco, curcumina. Diante disso, podemos observar que
a introducdo do farmaco implicou na diminuicdo da porosidade dos arcaboucos,
como previsto nas micrografias, Figuras 33,34 e 35. E, além disso, apesar dos
arcaboucos com diferentes concentracbes de curcumina apresentarem valores de

porosidade em torno de 45%, ainda é possivel afirmar que quando se aumenta a
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concentragdo de curcumina nos arcabougos hd uma tendéncia a maior densidade de
superficie e possivel aumento no didmetro das esferas. Resultados parecidos em
relacéo a porosidade, foram encontrados por Kucharska et al., (2010) em que foram
produzidos arcabougos de quitosana por agregacado de particulas e obtiveram-se
valores em torno de 40% de porosidade.

4.2.4 Microscopia Otica (MO)

A técnica de Microscopia Otica foi utilizada para auxiliar nas analises de
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), na investigacdo dos arcabougos com
diferentes concentragbes de curcumina, QHC1, QHC5 e QHC10, que estao
apresentadas nas Figuras 37, 38 e 39.

As Figuras 37 (a) e (b) mostram as imagens das esferas de EQHC1, que
foram obtidas a partir do método de gelificagdo ionotrépica, em aumentos de 50x e
100x respectivamente, e as Figuras 37(c) e (d) apresentam imagens da estrutura
externa do arcaboucos de QHC1, obtidos por agregacao de particulas, em aumentos
de 50x e 100x respectivamente.

B
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Figura 37- Imagens obtidas por microscopia éptica, para: (a) esferas EQHC1; aumento de
50x, (b) esferas EQHC1, aumento de 100x (c) arcabougos QHC1, aumento de 50x (d)
arcabougos QHC1, aumento de 100x.

As Figuras 37(a) e (b) mostram as imagens das esferas EQHC5, que foram
obtidas a partir do método de gelificagcao ionotrépica, em aumentos de 50x e 100x
respectivamente, e as Figuras 37(c) e (d) apresentam imagens da estrutura externa
dos arcaboucos QHCS5, obtidos por agregacao de particulas, em aumentos de 50x e
100x respectivamente.

Figura 38- Imagens obtidas por microscopia éptica, para: (a) esferas EQHC5; aumento de
50x, (b) esferas EQHC5, aumento de 100x (c) arcabougos QHCS, aumento de 50x (d)
arcaboucos QHC5, aumento de 100x.

As Figuras 38(a) e (b) mostram as imagens das esferas EQHC5, que foram
obtidas a partir do método de gelificacdo ionotrépica, em aumentos de 50x e 100x
respectivamente, e as Figuras 38(c) e (d) apresentam imagens da estrutura externa
do arcaboucos QHCS5, obtidos por agregacao de particulas, em aumentos de 50x e
100x respectivamente.
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Figura 39- Imagens obtidas por microscopia Optica, para: (a) esferas EQHC10; aumento de
50x, (b) esferas EQHC10, aumento de 100x (c) arcabougos QHC10, aumento de 50x (d)
arcabougos QHC10, aumento de 100x.

A técnica de Microscopia Otica foi utilizada para auxiliar nas analises de
Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV) (Figuras 33, 34, 35), por permitir a
identificacdo de coloracdo que € um fator importante na diferenciacdo destes
arcaboucos, em especial, porque a curcumina € um farmaco de coloracao laranja,
permitindo afirmar que a droga foi inserida nas esferas em diferentes concentragdes.
A partir das imagens obtidas para as esferas e os arcaboucos com diferentes
concentragdes de curcumina, podemos afirmar que a coloragao laranja se torna mais
intensa a medida que se aumenta a concentragdo e curcumina, de modo que em
QHC10 Figura 39, observa-se a coloragao laranja mais intensa em comparagao com
as demais, bem como nas esferas e arcabougcos EQHC1 e QHC1, Figura 37,
observa-se esta coloracdo menos intensa. De maneira geral, ao compararmos 0s

aspectos superficiais das esferas e dos arcabougos podemos afirmar que nao sao
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evidenciadas diferencas significativas além da coloracao, de forma que, é percebida
em todas as esferas uma rugosidade superficial semelhante.

De forma geral, todos os arcabougos exibiram estrutura porosa com uma
boa interligagdo e tamanho de poro, estando em torno de 80 a 300 um. Verifica-se
também que a inclusdo do farmaco (curcumina) ndo ocasionou grandes diferencas
no diametro médio das particulas, permanecendo na faixa de 1800 - 2400 um. Mas
possibilitou um pequeno aumento, quando comparado com as esferas de QH3 como
visto em 3.1.4, que estdo em torno de 1920 + 170um, e para as esferas com
farmaco, ha um pequeno aumento em torno de 100 um a mais a cada vez que se
aumenta o percentual de curcumina nas esferas. Santos et al. 2003, em seu trabalho
incorporou o farmaco (insulina) em esferas de quitosana, e observou um aumento no
didmetro das esferas com a insulina. De acordo com Bitencourt 2013, a
incorporagao de substancias ativas pode influenciar na estrutura superficial e interna
dos materiais devido a diversos fatores como, tamanho, peso molecular, as

interacdes com a matriz polimérica, dentre outros.

4.2.5 Grau de Intumescimento

A Figura 40 apresenta os resultados do Grau de Intumescimento para os
arcaboucos QH3, e os arcaboucgos contendo curcumina QHC1 QHC5 e QHC10.
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Figura 40- Gréfico do Grau de Intumescimento (%) dos arcabougos: QH3; QHC1;
QHC5; QHC10.

A partir do grafico, Figura 40, nota-se que todas assim como na seccéo
4.1.5, os arcaboucos formados apresentam alta capacidade de absorcdo e
habilidade de retencao da solucao de PBS, uma vez que, absorvem mais do que seu
proprio peso apresentando valores de grau de intumescimento maiores que 100%.
Essa capacidade pode ser atribuida tanto a hidrofilicidade dos materiais quanto a
manutencgao das estruturas 3D. Em relacao a hidrofilicidade dos materiais, podemos
afirmar que este comportamento pode ser atribuido a quitosana, devido a presenca
dos grupos desacetilados que naturalmente associados aos grupos hidroxilas e
amino caracterizam essa forte afinidade por moléculas polares.

A partir dos valores de grau de intumescimento obtidos para os arcabouco
com diferentes concentracdes de curcumina, € possivel observar que ha uma
diminuicdo dos valores a medida que se aumenta a concentracdo do farmaco, de
modo que para os arcaboucos QHC10 sdo observados os menores valores e para
os arcabouco de QH3 sao observados os maiores valores, isso pode ser atribuido a
morfologia e porosidade dos arcaboucos, uma vez que a introducdo do farmaco
possivelmente influenciou na porosidade de modo que, quanto maior a concentragéo
de curcumina menor é a presenga e o tamanho dos poros, fazendo com que,

possivelmente, haja uma menor capacidade de absorcdo de PBS; além disso
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podemos atribuir a queda dos valores de %Gl as possiveis interacdes que ocorreram
entre o farmaco e a quitosana, fazendo com que os grupos polares da quitosana

figuem reduzidos quando em comparagdo com 0s arcabougos sem curcumina.

4.2.6 Citotoxicidade

A Figura 41 mostra os resultados de viabilidade celular para os arcabougos
constituidos QH3, e os arcaboucos contendo curcumina QHC1, QHC5, QHC10.
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Figura 41- Grafico do Ensaio de Citotoxicidade (%) dos arcaboucgos de QH3; QHC1; QHC5;
QHC10.

A partir dos resultados apresentados no Grafico de Ensaio de
Citotoxicicidade, Figura 41, podemos afirmar que adicdo do farmaco, curcumina,
afetou a viabilidade celular dos arcabougos de modo que, houve uma diminuicdo da
viabilidade celular a medida que se aumentou a concentracdo de curcumina, assim,
podemos notar que para os arcabougos QH3 observa-se valores em torno de
72+10%, e com adicao do farmaco, para os arcaboucos QHC1 apresentaram valores
em torno de 7049, nos arcaboucos de QHC5 passou para valores em torno de 689,
e na maior concentracao de curcumina, representada pelos arcabougos de QHC10,
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observa-se 0os menores valores, sendo estes em torno de 59+11. Diante disso,
podemos afirmar que ao acrescentar a concentracdo de 10% de curcumina o0s
arcaboucos apresentam baixa viabilidade celular, podendo apresentar-se citotoxico,
e possivelmente estes valores sdo esperados, tendo em vista que o farmaco

utilizado tem acéo anti-inflamatoria.

4.2.7 Desenvolvimento e Validacao do método analitico para o farmaco
curcumina por Espectrofotometro (UV- VIS)

4.2.7.1 Determinacao do comprimento de onda de deteccao

A Figura 42 apresenta o espectro de absorcdo da curcumina (1 mg/mL),
obtido através do método analitico utilizado nesta pesquisa.
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Figura 42- Espectro de absor¢do da curcumina (1 mg/mL), e deteccdo do compimento de
onda em 422,34 nm.

Conforme apresenta o espectro de absor¢do da curcumina (1 mg/mL)
dissolviada em etanol conforme método analitico utilizado nesta pesquisa,
identificou-se o comprimento de onda da curcumina em A=422,34 nm, onde 0

farmaco apresentou pico de absorcdo maxima.

4.2.7.2 Validacao do método analitico por Espectrofotometro (UV- VIS) para o
farmaco curcumina
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A validacao deve garantir que o método atenda as exigéncias das aplicacdes
analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Portanto, conforme descrito
na seccao 3.3.8.1, o método desenvolvido neste trabalho foi validado seguindo os
parametros: seletividade, linearidade, exatidao, precisao, limite de deteccéao e limite

de quantificacao.

Seletividade

Seletividade refere-se a capacidade que o0 método possui de medir
exatamente um composto na presenca de outros componentes, a seletividade do
método foi avaliada pela comparagdo das bandas maximas de absorgcédo obtidas da
analise de uma amostra dos arcabougos sem farmaco, comparadas com as bandas
do sistema contendo curcumina. O método empregado utilizou o comprimento de
onda de 422,34 nm, pois representa o comprimento de maxima absorcdo da
curcumina. Os resultados demonstraram que o método proposto é seletivo e
especifico, para todos os meios analisados, uma vez que nao se observou
interferéncia dos polimeros e da hidroxiapatita no comprimento de onda de maxima
absorcao do farmaco.

Linearidade

A linearidade é a capacidade de uma metodologia analitica demonstrar que
os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na
amostra, dentro de um intervalo especificado (ANVISA, 2003). A linearidade do
método foi avaliada a partir da curva de calibragédo, conforme Figura 43.
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Figura 43- Representacdo grafica da curva de calibragdo da curcumina obtida por
espectrofotometria UV (A=422,34 nm).

No presente caso, 0 método mostrou-se linear no intervalo entre 0,5 a 14
pMg/mL (Figura 43). A equacao da reta encontrada, ABS = 0,1172C + 0,6159, obtida
pelo método dos minimos quadrados apresentou o coeficiente de correlacdo (R)
igual a 0,9992, estando em concordancia com os critérios estabelecidos pela RE N°
899/2003 da ANVISA, que preconiza valor minimo de r = 0,99 (BRASIL, 2003). A
equacao da reta encontrada foi aplicada aos outros testes para obtencdo das

concentracdes do padrao e amostras.

Exatidao

A exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados obtidos
pelo método em estudo em relagdo ao valor tedrico. Para determinar a exatidao
foram determinadas concentragdes baixas (1,0ug/mL), média (6,0 pug/mL) e alta

(12,0 pg/mL), conforme a Tabela 7.
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Tabela 7- Determinacao da exatidao do método.

Concentracao Concentracao
tedrica de calculada de Precisio Exatidio
curcumina curcumina
(CV%) (CV%)
(ng/mL) (ng/mL)

1,0 0,98 0,12 0,68
6,0 6,27 0,23 1,17
12,0 11,85 0,29 0,58

A ANVISA estabelece como aceitaveis valores de exatiddo com coeficiente de
variacao (CV%) maxima de 5%, portanto como visto na tabela 7, podemos afirmar
que o método proposto mostrou-se exato conforme RE899/03.

Precisao

A preciséo foi determinada pela repetitividade do procedimento analitico e foi
determinada por meio da analise de cinco solugbdes de mesma concentragédo (6
Mg/mL) para curcumina, pelo mesmo método, sob as mesmas condicbes de
medicdo, mesmo procedimento, mesmo analista, mesmo instrumento e mesmo dia,
definindo a repetibilidade. E, ja a precisao intermediaria foi avaliada no mesmo
laboratério, utilizando o mesmo equipamento, porém em dias diferentes e com
analista diferente. O coeficiente de variacdo (CV%) maximo permitido é de 5%
(ANVISA, 2003).
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Tabela 8- Coeficiente de variagdo das amostras empregadas no teste de precisdo por
repetibilidade e de precisao intermediaria.

1- Precisao por Repetibilidade

Precisao Concentracao Concentracao Precisao
por tedrica de calculada de (CV%)
curcumina curcumina
Repetibilidade
(ng/mL) (ng/mL)
5 Repeticdes 6,0 6,2143 £ 0,06 0,36

2- Precisao Intermediaria (analista diferente)

Concentraca Concentraca
o tedrica de o calculada

Precisao
curcumina de curcumina
Dia (CV%)
(ug/mL) (ug/mL)
Dia 1 6,0 6,2232 + 0,08 0,18
Dia 2 6,0 6,3454 + 0,12 0,34

Os resultados apresentados na Tabela 8 indicam que o método proposto
mostrou-se preciso para a quantificagdo de curcumina, obtendo-se um coeficiente de
variacdo menor que 5% (BRASIL, 2003).

Limite de deteccao e limite de quantificacao

Os limites de deteccao (LD) e de quantificacdo (LQ) foram determinados a
partir do estudo de linearidade, sendo que LQ=3(0/S), e LD=10(c0/S), onde ¢ é o
desvio padrdo dos coeficientes lineares das curvas da calibracdo do ensaio de
linearidade, e S é a inclinacdo da curva padrao ou média dos coeficientes angulares.
Desse modo, foram obtidos os limites: LD= 0,125 pg/mL e LQ= 0,158 pg/mL.
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4.2.7.3 Quantificacao do teor de curcumina liberado dos arcabougos

A quantidade de farmaco libertado, Figura 44, foi determinada por meio de
espectroscopia de UV-visivel (Lambda 35) por monitorizacdo da absorvéncia
maxima a 422,34 nm, das aliquotas obtidas no ensaio de liberagdo para os
arcaboucos QHC1, QHC5, QHC10.
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Figura 44- Representacdo grafica da curva de liberacdo da curcumina nos arcaboucos
QHC1, QHC5, QHC10, obtida por espectrofotometria UV (A=422,34 nm).

Diante da curva de Liberacado da curcumina nos arcabougos QHC1, QHCS5,
QHC10, podemos observar que as curvas apresentam semelhante comportamento
de liberacao, de modo que nas primeiras oito horas se tem a maior quantificacéo de
farmaco liberado para todos os arcaboucos.

Associando a concentracdo de farmaco liberada pelos arcabougos com a
quantidade de curcumina depositada nos arcaboucos submetidos ao ensaio de
liberagéo, temos que, a concentracdo inicial de farmaco no sistema de liberagéo
seria: em QHC1 de 75ug/mL; em QHCS5 de 375ug/mL de curcumina; e em QHC10
teriamos 750ug/mL; ficando claro que para QHC1 ocorreu 5,93% de liberacao, para
QHC5 ocorreu 1,6% de liberacdo, e QHC10 liberagdo de 3,86%. Desse modo,

podemos afirmar que a liberacdo ocorre de forma lenta. Véarios fatores podem
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influenciar a cinética de liberacdo, entre eles o tipo de farmaco, sua forma
polimorfica, grau de cristalinidade, tamanho de particula, solubilidade e quantidade
incorporada na forma farmacéutica (Carbinatto, 2010). Com isso, podemos fazer
algumas observacgdes a cerca dos demais resultados, assim, como indicado pelo
DRX e FTIR o farmaco interagiu com o sistema compdésito, e as interacbes mais
provaveis se podem ser atribuidas ao grupo amina da quitosana com o grupo cetona
da curcumina; bem como, a fracdo ceramica pode ter atuado como barreira a
passagem do farmaco; ou ainda, o perfil hidrofébico do farmaco pode ter contribuido

para a lenta liberagao.

Corroborando com os resultados da nossa pesquisa, Manju & Sreenivasan,
(2011) avaliaram o perfil de libertagdo do farmaco curcumina em micro capsulas
imersas em PBS, e perceberam uma libertagéo inicial, observada em 24 horas, de
1,11% (0,26 ug /mL) de farmaco total encapsulado, seguida por uma libertacao
prolongada durante o periodo de uma semana, com liberacdo total de 2,77%,
indicando o potencial de micro cdpsulas carregado com curcumina como sendo um

veiculo de entrega sustentada de drogas.

4.2.7.4 Analise dos modelos matematicos para os mecanismos de liberacao da
curcumina nos arcaboucos

A interpretacdo quantitativa dos valores obtidos em um ensaio de dissolu¢ao
é facilitada pelo uso das equacdes que traduzem matematicamente a curva de
dissolucdo em funcdo de alguns parametros relacionados a forma farmacéutica e
devem, assim, contribuir para o esclarecimento do mecanismo de liberagdo do
farmaco. Dessa forma, utilizamos trés modelos cinéticos: Cinética de ordem zero,
Higuchi e Korsmeyer-Peppas, aplicados aos dados de liberacdo apresentado na
secao anterior.

A escolha do melhor modelo matematico de liberacdo pode ser baseada no
valor do coeficiente de correlagdo (R?). No entanto, este valor tende a tornar-se
maior com a adicdo de mais parametros. Por isso, quando se compara modelos com
varios parametros, é mais correto utilizar o coeficiente de correlacdo ajustado, os
gréficos efetuados para os trés modelos aplicados as amostras QHC1, QHCS5 e
QHC10 estao expostos no Apéndice A. E, a tabela 9 apresenta os valores do
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coeficiente de correlagdo (R?) para os diferentes modelos matematicos (Cinética de

Ordem zero, Higuchi e Korsmeyer-Peppas) aplicados as amostras.

Tabela 9- Coeficiente de correlacdo (R2) para os modelos matematicos Cinética de Ordem
zero, Higuchi e Korsmeyer-Peppas aplicados a QHC1, QHC5 e QHC10.

Modelos Coeficiente de correlacdo (R?)
QHCH1 QHC5 QHC10

Cinética de Ordem
zero 0,9783 0,9855 0,9877

Higuchi 0,9856 0,9939 0,9968

Korsmeyer-Peppas

(n=0,43) 0,9751 0,9926 0,9920
Korsmeyer-Peppas
(n=0,6) 0,9881 0,9921 0,9969
Korsmeyer-Peppas
0,9984 0,9939 0,9971

(n=0,85)

Baseado no valor de R? ajustado, conforme apresentado na Tabela 9,
podemos afirmar que os modelos que mais se enquadram ao perfil de liberacéao
demonstrado nos arcabougos QHC1, QHC5 e QHC10 foram os modelos de Higuchi
e de Korsmeyer-Peppas. Ainda assim, € possivel afirmar que o modelo que retratou
mais adequadamente a liberagdo da curcumina foi o de Korsmeyer-Peppas, o qual
se baseia na Lei das Poténcias, que relaciona exponencialmente a liberacdo do
farmaco com o tempo e deve ser aplicado para os primeiros 60% de farmaco
liberado. Assim, analisando os valores de n, podemos afirmar que o n mais
adequado a liberacdo dos arcaboucgos nas diferentes concentragdes de curcumina,
foi 0 n=0,85. Isto indica que, a liberagao do soluto é controlada e ocorre contribui¢cédo

simultdnea de processos como difusdo, intumescimento, relaxagdo e erosédo da
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matriz polimérica, e ocorre independente do tempo, também conhecido como “Caso
II” ou “super caso II” de transporte. Corroborando com os altos resultados de %Gil,
observados para os arcabougos QHC1, QHC5 e QHC10.

O modelo de Higuchi que também se adequa ao perfil de liberagéo indica que
a liberacdo ocorre por meio do processo de difusdo. Corroborando o que indica
Manju & Sreenivasan, (2011), em sua pesquisa de liberacdo controlada, em que
afirmam que o perfil de libertacdo de curcumina carregado em micro capsulas é
controlada pelo mecanismo de difusdo, como resultado da particdo entre as
microcapsulas poliméricas e fase aquosa rodeada. E, a maior parte da droga ainda
permanece dentro das microcapsulas devido a adsorcao de drogas e estabilizacao
na camada interna através de interacdes nao covalentes. Podemos fazer esta
analogia as possiveis interagdes entre a curcumina e a quitosana, bem como ao

papel da hidroxiapatita de barreira.

4.3 Etapalil

Os resultados expostos a seguir referem-se a Etapa lll, etapa de insercao do
farmaco, dexametasona, nos arcaboucos QH3, formando os arcaboucos QHD1 e
QHDS5, e investigacdo do comportamento do farmaco e perfil de liberagao.

4.3.1 Espectroscopia na Regiao de infravermelho com Transformada de
Fourier (FTIR)

Para essa etapa, foram obtidos os espectros na regido do infravermelho
para os materiais utilizados, hidroxiapatita e quitosana, para os arcaboucos QH3, e
os arcaboucos contendo farmaco, QHD1 e QHD5, que estao apresentados na Figura
45.
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Figura 45- Espectros de FTIR: (a) Hidroxiapatita, (b) Quitosana, (c) dexametasona (d)
Arcabouco QH3; (e) QHD1; (f) QHDS.

Através da analise por Espectroscopia do Infravermelho foram observadas as
bandas de absorcao presentes no material utilizado e dos arcaboucos fabricados. A
partir do espectro de FTIR da Hidroxiapatita, Figura 45(a), podemos observar que as
principais bandas caracteristicas como sendo: o pico bem definido em torno de 1047
cm™ e em 1090 cm™ correspondente & deformagao do grupo PO4* , e outro em 962
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cm™ corresponde as vibracdes de alongamento do grupo PO,> , esses resultados
apresentam-se em acordo com os espectros de HA observados por Chen et al.,
(2002) e por Han et. al., (2010). A partir do espectro de FTIR da quitosana, Figura
45(b), podemos observar as principais bandas caracteristicas, sendo: banda de
estiramento axial de OH entre 3180 e 3600 cm™, sobreposta & banda de estiramento
de N-H; grupo C-H em 2820 cm™; deformagcéo axial de C=0 de amida | em 1656 cm™
! deformacdo angular de N-H de amina primaria em 1560 cm™'; estiramento
vibracional de C-O do &lcool primario em 1000 cm™ ; e presenca de pico em
1120cm™ e em 890cm™ relacionados a estruturas polissacaridicas, ligacdo C-O-C
(éter). O espectro de quitosana obtido esta de acordo com os espectros
caracteristicos descritos nas pesquisas de Souza et al., (2010); Torres et al,( 2005);
Han et. al., (2010); Chen et al., (2002), e Sampaio (2012).

A partir do espectro de FTIR para dexametasona (Figura 45c) pode-se
observar as bandas de absorcdo caracteristicas identificadas por: presenca de
vibracdes em 3400 - 3675 cm™' devido deformacao axial da ligagdo O-H, ligacdes de
hidrogénio intramolecular; vibracées em 3020 - 3050 cm™' devido a deformagao axial
da ligacdo C-H de grupos aromaticos; vibragdes em 2850 - 3000 cm™ devido a
deformacao axial da ligagdo C-H de grupos alifaticos; vibracées em 1745 - 1723 cm™
devido a deformagao axial de C = O de acetato; pico a 1.700 cm™ devido a Carbonila
Czo ; pico a 1.660 cm™ devido a deformagéo axial da Carbonila Cs; pico em 1620 cm’
! devido ao Anel A e deformacgdo C=C; pico em 1.130 cm™ devido a deformagéo
angular C-OH; e pico em 890 cm™ devido a —dieno-3-cetona. O espectro de
dexametasona obtido apresenta-se em acordo com o espectro relatado por
Bergamini, (2008), Chiang, et al.( 2012) e Shrestha et al.( 2015).

A partir do espectro de FTIR para os arcabougos contendo
dexametasonana, Figura 45(e) e (f), podemos afirmar que ha regides no espectro
com sobreposicdo em alguns picos caracteristicos de quitosana e do farmaco
dexametasona. Além disso, revelou-se que as absor¢des sobrepostas dos picos de
dexametasona e quitosana, apresentam-se com menor intensidade de absorcao,
indicando uma possivel interacdo entre o compdsito e o farmaco. De modo que,
fazendo uma analogia aos resultados de FTIR obtidos para os arcaboucos contendo
curcumina, Figura 31, podemos afirmar que a interacdo mais provavel refere-se a

possiveis interagdes entre a quitosana e a dexametasona.
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4.3.2 Difracao de raios X (DRX)

Para essa etapa, foram obtidos os difratogramas para os materiais
utilizados, a quitosana e a hidroxiapatita, os arcabougcos QH3, e os arcaboucos
contendo dexametasona QHD1 e QHD5, que estdo apresentados na Figura 46.

Intensidade (u.a)

0'.|.|.|.|.|.|.|.|.|.|.|

5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65
20

Figura 46- Difratogramas: (a) Quitosana, (b) Hidroxiapatita, (c) dexametasona (d)Arcabouco
QHS; (e) Arcabougo QHD1; (f) Arcabougo QHD5.
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Como discutido na secao 6.1.2, o difratogramada Quitosana, Figura 46(a),
apresenta picos de difracdo em 20 = 25° e observou-se um halo de difragdo em 26
=10°%, devido a quitosana ser um polimero semi-cristalino e assim, apresentar
auséncia de picos bem deifinidos. No difratograma da Hidroxiapatita, Figura 46(b),
observa-se picos de difracdo caracteristicos com o padrao JCPDS 9-432 e JCPDS
72-1243, sendo estes: um pico a 206= 26° (002), 26= 31,8° (211), 26= 33° (112),
206=40° (310), 26= 46° (222), 26= 50° (213) (FOOK, 2012; MOREIRA et. al, 2007;
CHEN et al., 2002).

E possivel observar pelo difratograma da dexametasona, Figura 46(c), os
picos de difragcdo caracteristicos como sendo: 26= 6,19°, 206= 8,34°, 26= 10,3°,
20= 12,4°, 206= 13,6° 20= 14,39° 206= 15,1°, 26= 15,6°, 206= 16,2°, 26= 17,8°,
20= 18,4°, 26= 22,6°, 20= 23,8° 206= 26,3°, 20= 27,0°, 26= 29,6° 206= 31,4°,
206= 33,8°, 20= 37,2°, 20= 41,2° . Verifica-se que os picos de difracdo das fases
cristalinas séo similares ao do padrao, obtido na biblioteca de dados do difratémetro,

e apresentam-se proximos aos relatados por Bergamini, (2008).

A andlise de DRX para os arcabouc¢os de quitosana/hidroxiapatita, apresenta
um aumento na cristalinidade, atribuido a cristalinidade do hidroxiapatita, quando
comparada com a quitosana, e apresentam 0s picos que correspondem a fase
JCPDS 9-432, apresentando em todos os difratogramas para os arcabougos 0s
picos: 26= 26° (002), 26= 31,8° (211), 26= 33° (112), 26= 40° (310), 26= 46°
(222), 26=50° (213).

Ao observamos os difratogramas para os arcabougcos contendo
dexametasona, podemos afirmar que a presenga do farmaco, ndo ocasionou de
forma significativa o aumento da cristalinidade do material, pois no difratograma das
amostras QHD1 e QHD5, observa-se que os picos caracteristicos da dexametasona
nao estdo presentes em intensidade consideravel, logo indica-se uma provavel
obtencdo de uma estrutura amorfa. Fazendo analogia com os resultados obtidos
para os acabouc¢os de contendo curcumina, Figura 32, sugerindo que o farmaco foi
disperso molecularmente na quitosana, o que pode levar a uma liberagdo controlada
do farmaco encapsulado.
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4.3.3 Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) e Espectroscopia por
Energia Dispersiva de raios X (EDS)

A técnica de microscopia eletronica de varredura (MEV), foi utilizada para
avaliar a morfologia e a superficie das esferas EQD1 e EQD5 constituintes dos
arcaboucos de dexamtesona, tanto em aspecto externo quanto em aspecto interno,
por meio de corte realizado na secgao transversal das esferas. As micrografias e as

analises por EDS estao apresentadas nas Figuras 47 e 48.

51.8%

Figura 47- Micrografias das esferas EQD1: superficie externa em aumento de (a)100x,
(b)500x, (c)1000x; superficie interna em aumento de (d)100x, (e)1000x e (f) EDS da
superficie indicada.

A partir das micrografias apresentadas na Figura 47 podemos observar a
formacao de particulas esféricas, rugosas e com poros, o que pode influenciar a
liberagédo do farmaco. Além disso, ao compararmos essas esferas com as esferas
que nao continham o farmaco, esferas EQHS3, Figura 22, podemos afirmar que a
introducao do farmaco levou a uma tendéncia de maior densidade da superficie e
consequente diminuicdo do nimero de poros ou espacgos vazios. Verifica-se também
qgue a superficie se tornou rugosa e que é possivel perceber pontos dispersos e as

vezes aglomerados distribuidos em meio a matriz polimérica como mostrado na



126

Figura 47(e), e por EDS, Figura 47(f) podemos identificar as fases ceramicas pela
presenca de célcio e fésforo, indicando da presenca da hidroxiapatita, bem como em
maior quantidade o elemento oxigénio (O), que esta presente tanto na cadeia da
quitosana quanto na cadeia do farmaco dexametasona. Além disso, é possivel
observar a presenca de sédio (Na) e cloro (Cl), que podem ser relacionados a

residuos da solugao de PBS que ficaram impregnados nas esferas.

Figura 48- Micrografias das esferas EQDS5: superficie externa em aumento de (a)100x,
(b)500x, (c)1000x; superficie interna em aumento de (d)100x, (e)1000x e (f) EDS da
superficie indicada.

A partir das micrografias apresentadas na Figura 48 podemos afirmar que
essas esferas nao apresentam diferengas significativas quando comparadas com as
esferas apresentadas na Figura 47, compostas por QHD1, ainda que, possamos
afirmar que em QHDS5, introdugédo de mais farmaco pode ter levado a uma tendéncia
de maior densidade da superficie e consequente diminuicado do nimero de poros ou
espacos vazios. E, por EDS, Figura 48(f) podemos identificar as fases ceramicas
pela presenga de célcio e fosforo, indicando a presencga da hidroxiapatita, bem como
em maior quantidade o elemento oxigénio (O), que esta presente tanto na cadeia da
polimérica da quitosana quanto na cadeia de curcumina. Além disso, € possivel
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observar a presenca de sodio (Na) e cloro (Cl), que podem ser relacionados aos
residuos da solucdo de PBS que ficaram impregnados nas esferas. Em acordo com
nossa pesquisa, RIEKES et al., (2009), também produziu esferas contendo o
farmaco dexametasona e obteve uma morfologia semelhante, de particulas
esféricas, rugosas e com poros, o que pode influenciar a liberagcao do farmaco, além
disso, ele também diferenca de granulometria entre as microparticulas com
diferentes formulagbes, de modo que com maior quantidade de dexametasona a
esfera apresentou o maior didametro médio.

Os suportes tridimensionais devem ter alta porosidade e estrutura de poros
interligados para melhorar a condicao biologica, permitindo a proliferacdo e
diferenciacdo de células. A porosidade dos arcabougos foi avaliada por base no
método utilizado por HANA et al.(2010), e esta representada em valores percentuais
no Gréfico da Figura 49.
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Figura 49- Gréfico da Porosidade (%) dos arcabougos: QH3; QHD1; e QHD5.

Os resultados do ensaio de Porosidade, Figura 49, apresentam dados para
os arcaboucos com e sem o farmaco, dexametasona. Diante disso, podemos
observar que a introducao deste farmaco implicou na diminuicdo da porosidade dos
arcaboucos. E, além disso, apesar dos arcaboucos com diferentes concentracdes de
dexametasona apresentarem valores de porosidade em torno de 45%, ainda é

possivel afirmar que quando se aumenta a concentracdo de curcumina nos
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arcaboucos ha uma tendéncia a diminuicdo da porosidade. Esses resultados
corroboram com os resultados de porosidade observados nos arcabougos contendo
o fa&rmaco curcumina como descrito na segéo 6.2.3, Figura 36.

4.3.4 Microscopia Otica (MO)

A técnica de Microscopia Otica foi utilizada para auxiliar nas analises de
Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV), na investigacdo dos arcabougos com
diferentes concentragdes de dexametasona, QHD1 e QHD5, que serao
apresentados nas Figuras 50 e 51.

As Figuras 50 (a) e (b) mostram as imagens das esferas de EQHD1 que
foram obtidas a partir do método de gelificagdo ionotrépica, em aumentos de 50x e
100x respectivamente, e as Figuras 50 (c) e (d) apresentam imagens da estrutura
externa dos arcaboucos QHD1, obtidos por agregacao de particulas, em aumentos
de 50x e 100x respectivamente.

500um

500um

Figura 50- Imagens obtidas por microscopia éptica, para: (a) EQHD1; aumento de 50x, (b)
EQHD1 aumento de 100x (c) QHD1, aumento de 50x (d) arcabougos QHD1, aumento de
100x.
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As Figuras 51(a) e (b) mostram as imagens das esferas EQHD5, que foram
obtidas a partir do método de gelificacao ionotrépica, em aumentos de 50x e 100x
respectivamente, e as Figuras 51(c) e (d) apresentam imagens da estrutura externa
do arcabougos QHD5, obtidos por agregacao de particulas, em aumentos de 50x e
100x respectivamente.

5(Fum

500um

Figura 51- Imagens obtidas por microscopia éptica, para: (a) EQHD5; aumento de 50x, (b)
EQHD5 aumento de 100x (c) QHD5, aumento de 50x (d) arcabougos QHD5, aumento de
100x.

A técnica de Microscopia Otica foi utilizada para auxiliar nas anélises de
Microscopia Eletronica de Varredura (MEV), por permitir a visualizacdo de aumentos
menores, tornando possivel a vista da secdo transversal dos arcaboucgos, além
disso, por permitir a identificacdo de coloragdo, entretanto o farmaco dexametasona
apresenta coloragdo branca o que impossibilita fazer diferenciacbes em relacao a
coloragao, tanto em comparacao entre os arcaboucos de QH3, quanto entre os
arcabougos com dexametasona, QHD1 e QHD5. De modo que, a partir das imagens
apresentadas nas Figuras 50 e 51, obtidas para as esferas e os arcaboucos com

diferentes concentragbes de dexametasona, podemos afirmar que ao compararmos
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aspectos superficiais das esferas e dos arcaboucos nédo € percebido diferencas
significativas.

De forma geral, todos os arcabougos exibiram estrutura porosa com uma
boa interligagdo e tamanho de poro, estando em torno de 80 a 300 um. Verifica-se
também que a inclusdo do farmaco (dexametasona) ndo ocasionou grandes
diferencas no diametro médio das particulas, mas possibilitou um pequeno aumento,
de modo que, como visto em 3.1.4, estdo em torno de 1920 + 170um para as
esferas de QH3 e permanecem na faixa de 1800 - 2300 um para as esferas com

farmaco, QHD1 e QHD5.

4.3.5 Grau de Intumescimento

A Figura 52 mostra os resultados do Grau de Intumescimento para os
arcaboucos QH3, e os arcabougos constituidos por dexamtasona QHD1 e QHD5.
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Figura 52- Grafico do Grau de Intumescimento (%) dos arcaboucos de: QH3; QHD1; e
QHDS5.

A partir do grafico, Figura 52, nota-se que todas assim como na seccao
4.1.5, os arcaboucos formados apresentam alta capacidade de absorcdo e
habilidade de retengao da solugédo de PBS, uma vez que, absorvem mais do que seu
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proprio peso apresentando valores de grau de intumescimento maiores que 100%.
Essa capacidade pode ser atribuida tanto a hidrofilicidade dos materiais quanto a
manutengdo das estuturas 3D. Em relagdo a hidrofilicidade dos materiais, podemos
afirmar que este comportamento pode ser atribuido a quitosana, devido a presenga
dos grupos desacetilados que naturalmente associados aos grupos hidroxilas e
amino caracterizam essa forte afinidade por moléculas polares.

A partir dos valores de grau de intumescimento obtidos para os arcabougos
com diferentes concentragbes de dexametasona, QHD1 e QHDS5, €& possivel
observar que ha uma diminuicAo dos valores a medida que se aumenta a
concentracao do farmaco, de modo que para os arcabouco QHD5, sdo observados
0s menores valores e para os arcabougco de QH3 s&o observados os maiores
valores, isso pode ser atribuido as possiveis ligagdes entre os grupos ativos de
quitosana e dexametasona; como também a morfologia e porosidade dos
arcaboucos, uma vez que a introducao do farmaco possivelmente influenciou na
porosidade de modo que, quanto maior a concentragdo de dexametasona menor é a
presenca e o tamanho dos poros, fazendo com que, possivelmente, haja uma menor

capacidade de absorcao de PBS.

4.3.6 Citotoxicidade

A Figura 53 mostra os resultados de viabilidade celular para os arcabougos
para os arcabougos QH3, e os arcabougos constituidos por dexametasona QHD1 e
QHDS5.
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Figura 53- Grafico do Ensaio de Citotoxicicidade (%)para os arcabougos: QH3; QHD1; e
QHDS.

A partir dos resultados apresentados no Grafico de Ensaio de
Citotoxicicidade, Figura 53, podemos afirmar que adicdo do farmaco afetou a
viabilidade celular dos arcabougos, uma vez que houve uma queda nesses valores a
medida que se aumentou a concentracao de dexametasona. Desse modo, observa-
se que para os QH3 obtém-se valores em torno de 72+10%, e com adicdo do
farmaco ha uma diminuigdo deste valor, onde para os arcabouc¢os de QHD1 obtém-
se valores em torno de 60+6%, e nos arcaboucos de QHD5 passou para valores em
torno de 37+9%. Diante disso, podemos afirmar que a adicdo de dexametasona nos
arcaboucos diminuiu a viabilidade celular, apresentando-se perfil citotéxico na
concentragdo de 5% de dexametasona, uma vez que a viabilidade é menor que
50%. Estes valores sao esperados, tendo em vista que o farmaco utilizado tem acéo
anti-inflamatéria. Além disso, ao compararmos os valores de viabilidade celular da
Figura 53 com os valores obtidos para os arcabougos contendo curcumina, Figura
30, pode-se observar que a dexametasona apresentou-se mais citotoxica do que a
curcumina, isso pode ser atribuido ao seu perfil de liberagao.
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4.3.7 Desenvolvimento e Validacao do método analitico para o farmaco
dexametasona por Espectrofotometro (UV- VIS)

4.3.7.1 Determinacao do comprimento de onda de deteccao

A Figura 54 apresenta o espectro de absor¢cao da dexametasona (1 mg/mL),

obtido através do método analitico utilizado nesta pesquisa.
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Figura 54- Espectro de absorcdo da dexametasona (1 mg/mL), e deteccdo do compimento
de onda em 236,9 nm.

Conforme apresenta o espectro de absor¢cdo da dexametasona (1 mg/mL)
dissolvida em etanol, identificou-se o comprimento de onda da dexametasona em

A=236,9 nm, onde o farmaco apresentou pico de absor¢ao maxima.

4.3.7.2 Validacao do método analitico por Espectrofotometro (UV- VIS) para o
farmaco dexametasona

A validagéo deve garantir que o método atenda as exigéncias das aplicagdes
analiticas, assegurando a confiabilidade dos resultados. Portanto, conforme descrito
na seccao 3.3.8.1, o método desenvolvido neste trabalho foi validado seguindo os
parametros: seletividade, linearidade, exatiddo, precisdo, robustez, limite de

deteccao e limite de quantificacao.
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Seletividade

Seletividade refere-se a capacidade que o método possui de medir
exatamente um composto na presenca de outros componentes. A seletividade do
método foi avaliada pela comparagdo das bandas maximas de absorcao obtidas da
analise de uma amostra dos arcabougos sem dexametasona, comparadas com as
bandas do sistema contendo farmaco. O método empregado utilizou o comprimento
de onda de 236,9 nm, pois representa o comprimento de maxima absor¢cdo da
dexametasona. Os resultados demonstraram que o método proposto é seletivo e
especifico, para todos 0s meios analisados, uma vez que nao se observou
interferéncia dos polimeros e da hidroxiapatita no comprimento de onda de maxima

absorcao do farmaco.

Linearidade

A linearidade € a capacidade de uma metodologia analitica demonstrar que
os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracao do analito na
amostra, dentro de um intervalo especificado (ANVISA, 2003). A linearidade do

método foi avaliada a partir da curva de calibracédo, conforme Figura 55.
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Figura 55- Representagdo gréfica da curva de calibracdo da dexametasona obtida por
espectrofotometria UV (A=236,9 nm).

No presente caso, o método mostrou-se linear no intervalo entre 5 a 50
pMg/mL (Figura 55). A equacao da reta encontrada, ABS = 0,0441C + 0,1472, obtida
pelo método dos minimos quadrados apresentou o coeficiente de correlacdo (R)
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igual a 0,9993, estando em concordancia com os critérios estabelecidos pela RE N°
899/2003 da ANVISA, que preconiza valor minimo de r = 0,99 (BRASIL, 2003). A
equacao da reta encontrada foi aplicada aos outros testes para obtencdo das

concentragdes do padrao e amostras.
Exatidao

A exatidao de um meétodo analitico € a proximidade dos resultados obtidos
pelo método em estudo em relagdo ao valor tedrico. Para determinar a exatiddo

foram escolhidas concentragdes baixas (10,0ug/mL), média (30,0 pg/mL) e alta (50,0

ug/mL), conforme a Tabela 10.

Tabela 10- Determinacao da exatidao do método.

Concentracao Concentracao
tedrica de calculada de Precisao Exatidao
dexametasona dexametasona (CV%) (CV%)
(ng/mL) (ng/mL)
10,0 9,87 0,19 1,38
30,0 29,82 0,38 0,96
50,0 51,35 0,61 2,07

A ANVISA estabelece como aceitaveis valores de exatiddao com coeficiente
de variacao (CV%) maxima de 5%, portanto como visto na tabela 10, podemos
afirmar que o método proposto mostrou-se exato conforme RE899/03.

Precisao

A precisao (Tabela 11) foi determinada pela repetitividade do procedimento
analitico e foi determinada por meio da analise de cinco solucbes de mesma
concentracao (30 pg/mL) para dexametasona, pelo mesmo método, sob as mesmas
condi¢des de medicdo, mesmo procedimento, mesmo analista, mesmo instrumento
e mesmo dia, definindo a repetibilidade. E, ja4 a precisao intermediaria foi avaliada no

mesmo laboratério, utilizando o mesmo equipamento, porém em dias diferentes e
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com analista diferente. O coeficiente de variacdo (CV%) maximo permitido € de 5%
(ANVISA, 2003).

Tabela 11- Coeficiente de variagdo das amostras empregadas no teste de precisdo por
repetibilidade e de precisao intermediaria.

1- Precisao por Repetibilidade

Precisao Concentracao Concentracao Precisao
por tedrica de calculada de (CV%)
Repetibilidade dexametasona dexametasona
(ng/mL) (ng/mL)
5 Repeticoes 30,0 30,4673 + 0,21 0,78

2- Precisao Intermediaria (analista diferente)
Concentracao Concentracao

tedrica de calculada de Precisao
Dia dexametasona dexametasona (CV%)
(ng/mL) (ng/mL)
Dia 1 30,0 30,132 £ 0,11 0,45
Dia 2 30,0 30,367 £0,17 0,23

Os resultados apresentados na Tabela 11 indicam que o método proposto
mostrou-se preciso para a quantificacdo de dexametasona, obtendo-se um

coeficiente de variagdo menor que 5% (BRASIL, 2003).

Limite de deteccao e limite de quantificacao

Os limites de deteccao (LD) e de quantificacdo (LQ) foram determinados a
partir do estudo de linearidade das curvas da calibracdo do ensaio de linearidade, e
foram obtidos os limites: LD= 2,25 ug/mL e LQ= 3,58 pg/mL.

4.3.7.3 Quantificacao do teor de dexametasona liberado dos arcaboucos

A quantidade de farmaco libertado, Figura 56, foi determinada por meio de
espectroscopia de UV-visivel (Lambda 35) por monitorizacdo da absorvéncia
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maxima a 236,9 nm, das aliquotas obtidas no ensaio de liberacdo para os
arcaboucos QHD1, QHDS.
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Figura 56- Representagéo gréafica da curva de liberagdo da dexametasona nos arcabougos
QHC1, QHC5, QHC10, obtida por espectrofotometria UV (A=422,34 nm).

A liberacao da dexametasona foi monitorizada ao longo de um periodo de 24
horas, e diante da curva de liberacao para os arcabougos QHD1, QHDS5, Figura 56,
podemos observar que as curvas apresentam semelhante comportamento de
liberacdo, de modo que o perfil de libertagdo dos arcabougcos mostrou uma rapida
libertacdo do farmaco durante as primeiras horas, e diminuicdo com o tempo, de
modo que comecou a estabilizar apds oito horas, altura em que aproximadamente
60% do farmaco tinham sido libertados tanto nos arcabougos QHD1, quanto nos
QHDS.

Associando a concentracdo de farmaco liberada pelos arcaboucos (Figura
56), com a quantidade de dexametasona depositada nos arcabougos submetidos ao
ensaio de liberacdo, temos que, a concentracdo inicial de farmaco no sistema de
liberagédo seria: em QHD1 de 75ug/mL; em QHD5 de 375ug/mL de dexametasona;
podemos assim afirmar que para QHD1 ocorreu 72% de liberacdo e para QHD5
ocorreu 91,4% de liberacdo. Com isso, podemos afirmar, que as possiveis
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interacdes que possam ter ocorrido entre o farmaco e o biocompésito, podem ser do
tipo fisica, de modo que permite a liberacdo mais rapida deste farmaco. Podemos
associar este resultado aos altos niveis de citotoxicidade observada nos arcaboucos
com este farmaco, ja que se observou rapida liberagdo de farmaco.

Os estudos de Nacify et al., (2009), sobre a liberacdo modulada de
dexametasona a partir de filmes de nanotubos de carbono de quitosana, reportam
que em um intervalo de tempo de 15 horas se tem mais de 50% da liberagdo do
farmaco e com estimulacao elétrica esse tempo é reduzido para 2h, baseado nisso
podemos afirmar que os resultados obtidos nesta pesquisa estdo dentro de um
intervalo de liberacéo esperado para este tipo de farmaco.

4.3.7.4 Andlise dos modelos matematicos para os mecanismos de liberagao
da dexametasona nos arcabougos

Da mesma forma que na secdo 4.2.7.4, a interpretacdo quantitativa dos
valores obtidos no ensaio de liberagao foi feito pelo uso das equacbes que se
referem aos trés modelos cinéticos: Cinética de ordem zero, Higuchi e Korsmeyer-
Peppas, aplicados aos dados de liberacao (Figura 56).

A escolha do melhor modelo matematico de liberagdo pode ser baseada no
valor do coeficiente de correlacdo (R?), os graficos efetuados para os trés modelos
aplicados as amostras QHD1 e QHD5 estao expostos no Apéndice B. E, a tabela 12
apresenta os valores do coeficiente de correlagdo (R?) para os diferentes modelos
matematicos (Cinética de Ordem zero, Higuchi e Korsmeyer-Peppas) aplicados as

amostras.
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Tabela 12- Coeficiente de correlacdo (R2) para os modelos matematicos Cinética de Ordem
zero, Higuchi e Korsmeyer-Peppas, aplicados a QHD1, e QHD5.

Modelos Coeficiente de correlacao (R?)
QHD1 QHD5
Cinética de Ordem
7610 0,9915 0,9939
Higuchi 0,9966 0,9963
Korsmeyer-Peppas
(n=0,43) 0,9965 0,9947
Korsmeyer-Peppas
(n=0,6) 0,9950 0,9915
Korsmeyer-Peppas
(n=0,85) 0,9977 0,9973

Baseado no valor de R? ajustado, conforme apresentado na Tabela 12,
podemos afirmar que os modelos que mais se enquadram ao perfil de liberacao
demonstrado nos arcaboucos QHD1, QHD5 foram os modelos de Higuchi e de
Korsmeyer-Peppas, assim como observado para os arcaboug¢os com curcumina. O
modelo de Higuchi indica que o perfil de liberacao ocorre por meio do processo de
difusdo. Mas, é possivel afirmar que o modelo que retratou mais adequadamente a
liberacdo da dexametasona foi o de Korsmeyer-Peppas, o qual se baseia na Lei das
Poténcias e, analisando os valores de n, podemos afirmar que o n mais adequado a
liberagcdo dos arcaboucos nas diferentes concentracbes de dexametasona, foi o
n=0,85. Isto indica que, a liberagcdo do soluto é controlada e ocorre contribuicdo
simultanea de processos como difusdo, intumescimento, relaxacdo e erosdo da
matriz polimérica. Os estudos de Nacify et al., (2009), sobre a liberagdo modulada de
dexametasona a partir de filmes contendo quitosana, indicam que a liberacdo é
atribuida a difusdo passiva de dexametasona do filme quitosana para o meio de

libertacao.
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5 CONCLUSOES

Conclui-se que a partir desta pesquisa foi possivel o desenvolvimento de
arcabougos constituidos por quitosana/hidroxiapatita/gelatina carreado com
curcumina ou dexametasona, para estudo em liberacdo controlada de farmacos. E,
considerando os resultados obtidos a partir das caracterizagdes propostas podemos

chegar as seguintes conclusoées:

e A metodologia permitiu o desenvolvimento de arcabougos constituidos por
quitosana/hidroxiapatita/gelatina carreado com curcumina e dexametasona,
com perfil para sistemas de liberacdo controlada para os dois tipos de
farmaco estudados.

e Na Etapa |, de maneira geral, ocorreu formacéao de esferas compadsitas, com
estrutura definida e porosa; e arcabougos com estruturas tridimensionais
porosas, com poros interconectados;

e Os arcaboucos formados na Etapa I, tém seus resultados influenciados pelas
diferentes concentracées de hidroxiapatita. Interferindo na: porosidade, grau
de intumescimento, e propriedade mecénica.

e Os arcaboucos formados na Etapa |, tém seus resultados influenciados pelas
diferentes concentracées de hidroxiapatita. Interferindo na: porosidade, grau
de intumescimento, e propriedade mecénica.

e A viabilidade celular dos arcaboucos com farmacos diminuiu
proporcionalmente ao aumento da concentragdo de farmacos. A
dexametasona apresentou-se mais citotdxica que a curcumina, isso pode ser
associado as taxas de liberacdo que para a dexametasona apresentou-se
maior que para a curcumina.

e Por meio da Validagdo conforme a Resolucdo RE n® 899 (ANVISA) e de
estudos por modelos matematicos, conclui-se que os arcabougos com
dexametasona e curcumina permitem a liberagdo controlada.

e A liberacdo ¢é controlada pelo processo de difusdo e pelo
intumescimento/relaxacédo da cadeia polimérica para os dois farmacos mesmo

que em taxas diferentes.
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Os resultados do presente estudo sugerem que os arcabouc¢os constituidos
por quitosana/hidroxiapatita/gelatina carreado com curcumina e dexametasona,
possuem perfil para sistemas de liberagdo controlada para os dois tipos de farmaco
estudados.
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6 SUGESTOES PARA TRABALHOS FUTUROS

Este trabalho teve como principal objetivo o desenvolvimento de arcabougos
constituidos por quitosana/hidroxiapatita/gelatina carreado com curcumina e
dexametasona, para estudo em liberacdo controlada de farmacos. Utilizando estes
componentes, buscou-se mimetizar, em termos de composicao, o tecido ésseo e
promover a liberagcdo de farmacos, com o intuito de aplicacdo em regeneragao
Ossea.

Com os resultados encontrados, foram levantadas novas questdes, que
geram a necessidade de continuacado da pesquisa, pensando em melhorias futuras
para os arcabougos desenvolvidos nesta tese. Desse modo, em termos de estrutura
tridimensional, podemos focar no aperfeicoamento da metodologia para adequar a
propriedades desejadas, tais como, maiores porosidade e médulo de elasticidade; e
em termos de liberacdo controlada de farmacos, podemos focar em promover uma
maior avaliacdo do comportamento biolégico destes tanto in vitro quanto in vivo.

Diante disso, podemos citar as seguintes sugestoes:

e Variar o tamanho das esferas por meio do uso de agulhas com outras
dimensdes, e avaliar sua influéncia na porosidade e médulo de elasticidade
dos arcaboucos;

e Testar outros materiais para empregar como agente agregador de esferas, ou
ainda, reticular a gelatina utilizando algum agente nao toxico, como, por
exemplo, a genipina;

e .Promover estudos de citotoxicidade com células mais especificas para
aplicacao em regeneracao 0ssea;

e Promover estudos in vivo, para avaliar a capacidade de aplicacdo e a

resposta aos farmacos, curcumina e dexametasona.
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APENDICE

APENDICE A

Modelos de liberacdo controlada de farmacos conforme discutido na secéao
6.2.7.4. que reporta a analise dos modelos matematicos para os mecanismos de

liberagdo da curcumina nos arcabougos.

Modelo cinética de Ordem Zero

Cinética de Ordem Zero QHC1
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Figura A1- Cinética de Ordem Zero QHC1
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Figura A2- Cinética de Ordem Zero QHC5



Cinética de Ordem Zero QHC10
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Figura A3- Cinética de Ordem Zero QHC10
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Figura A4- Modelo de Higuchi QHC1.
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Modelo de Higuchi QHC5
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Figura A5- Modelo de Higuchi QHCS5.
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Figura A6- Modelo de Higuchi QHC10.
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Modelo de Peppas

Modelo de Peppas QHC1
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Figura A7- Modelo de Peppas (n=0,43) QHC1.
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Figura A8- Modelo de Peppas (n=0,6) QHC1.
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Modelo de Peppas QHC1  n=0,85
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Modelo de Peppas (n=0,85) QHC1.
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Figura A10- Modelo de Peppas (n=0,43) QHC5.
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Figura A11- Modelo de Peppas (n=0,6) QHCS5.
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Figura A12- Modelo de Peppas (n=0,85) QHC5.
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Figura A13- Modelo de Peppas (n=0,43) QHC10.
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Figura A13- Modelo de Peppas (n=0,6) QHC10.
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Figura A13- Modelo de Peppas (n=0,85) QHC10.
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Modelos de liberacdo controlada de farmacos conforme discutido na secao

6.3.7.4. que reporta a andlise dos modelos matematicos para os mecanismos de

liberagdo da dexametasona nos arcaboucos.

Modelo cinética de Ordem Zero

Cinética de Ordem Zero QHD1
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Figura B2- Cinética de Ordem Zero QHD5.



Modelo de Higuchi
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Figura B3- Modelo de Higuchi QHD1
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Figura B4- Modelo de Higuchi QHD5
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Modelo de Peppas

Modelo de Peppas QHD1 n=0,43
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Figura B5- Modelo de Peppas (n=0,43) QHD1.
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Figura B6- Modelo de Peppas (n=0,6) QHD1.
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Modelo de Peppas QHD1  n=0,85
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Figura B7- Modelo de Peppas (n=0,85) QHD1.
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Figura B8- Modelo de Peppas (n=0,43) QHD5.

165



166

Modelo de Peppas QHD5 n=0,6
1,2
1 /I/.
0,8
3
S0 y =0,1458x - 0,1387
= R =0,9915
- /I/
02 ./r
O —— T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Tempo (horas)

Figura B9- Modelo de Peppas (n=0,6) QHDS5.
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Figura B10- Modelo de Peppas (n=0,85) QHD5.



