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RESUMO
Titulo: Hidroxiapatita como sistema para liberagcao de ibuprofeno
Autor: Mariana de Brito Batista Pereira

Orientadoras: Prof® Dr? Maria Gardénnia da Fonseca

Prof? Dr® Iéda Maria Garcia dos Santos

A hidroxiapatita tem sido explorada como um excelente biomaterial por sua
compatibilidade com o tecido ésseo, com énfase para carregamento de
farmacos. Este trabalho tem como objetivo sintetizar a hidroxiapatita com
porosidade controlada por meio do método de co-precipitagcao, utilizando
caseina como agente direcionador de estrutura, e avaliar a capacidade de
carregamento do farmaco ibuprofeno pela hidroxiapatita obtida, visando
aplicacdo em sistema de liberagcdo controlada de farmaco. Portanto, no
presente estudo a hidroxiapatita foi obtida pelo método da co-precipitacao
utilizando os sais de nitrato e cloreto de calcio e fosfato de amodnio. Os
sOlidos foram caracterizados por difratometria de raios X, medidas de
adsorcao/dessorcao de nitrogénio, espectroscopia na regiao do
infravermelho, termogravimetria e microscopia eletrénica de varredura. Um
estudo sistematico de reprodutibilidade da sintese foi realizado. O sélido foi
aplicado em ensaios de carregamento e liberacao de ibuprofeno. As
matrizes sintetizadas, sem e com agente direcionador, formaram materiais
monofasicos, indexados a hidroxiapatita. Os valores de &area superficial
foram de 114 e 147 m? g'! para os sdélidos obtidos com percussor cloreto de
calcio e nitrato de célcio, respectivamente. Os estudos de carregamento do
ibuprofeno indicaram maior incorporagdo do farmaco com a diminuicdo da
polaridade solvente utilizando tempo de 24 horas a temperatura ambiente.
As gquantidades maximas de ibuprofeno carregado foram de 188 e 184 mg
g em etanol e hexano, respectivamente em 120 e 360 min, indicando que
HA mesoporosa proporciona boa capacidade de carregamento do farmaco.
Os ensaios de liberacdao mostraram uma cinética rapida nas primeiras 24 h,
seguida por uma cinética lenta. O equilibrio foi atingindo apds 38 h com
maximo de liberagdo em torno de 97% do farmaco carregado no sdlido
Mesoporoso.

Palavras-chaves: Fosfato de célcio, farmaco, adsorcao.
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ABSTRACT

Title: Hydroxyapatite as ibuprofen drug delivery systems
Author: Mariana de Brito Batista Pereira

Supervisors: Prof® Dr® Maria Gardénnia da Fonseca

Prof? Dr® Iéda Maria Garcia dos Santos

Hydroxyapatite has been explored as an excellent biomaterial due its
compatibility with the bone tissue, mainly with application to the drug
adsorption. This work aimed to synthesize hydroxyapatite with controlled
porosity, through co precipitation method using casein as template and to
investigate the loading capacity of the ibuprofen in the obtained
hydroxyapatite. Therefore in this study, it was synthesized hydroxyapatites
with the calcium nitrate, calcium chlorite e ammonium phosphate. The
solids were characterized by X ray diffratometry, N, adsorption/dessorption
measurements, infrared spectroscopy, thermogravimetry and scanning
electron microscopy. The synthesis reproducibility was verified. The solid
was used to carry and to deliver ibuprofen drug. The synthetized matrices,
with and without template, formed monophasic compounds, which were
indexed to hydroxyapatite. Surface area values were 114 e 147 m? g™ for
the solids obtained with calcium chlorite and calcium nitrate, respectively.
The loading study indicated higher drug incorporation when the solvent
polarity decreased at 24 h and room temperature. For the adsorption tests,
the maximum loading values were 188 and 184 mg g in ethanol and
hexane, respectively at reaction times of 120 and 360 min. The release
tests showed a fast kinetic at the first 24 h, and more slower process after
this time. The equilibrium time was reached after 38 h with a maximum
release about 97% for the ibuprofen on mesoporous solid.

Keywords: Calcium phosphate, drug, adsorption
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1. Introducao

Os biomateriais ceramicos tém sido alvo de grande
interesse na area biomédica e dos materiais, por este motivo,
avancos na utilizacdo destes tém sido relatados no campo de
enxertos, reparagcao oOssea e odontoldgica, por serem eficazes,
seguros e biologicamente aceitaveis (HOLZAPFEL et al., 2013).

Neste contexto, os fosfatos de calcio evidenciam-se como
excelentes biomateriais por apresentarem biocompatibilidade,
bioatividade e biodegrabilidade e, portanto, estdao em ativo
desenvolvimento (GUO et al., 2013). Dentre este grupo destaca-se a
hidroxiapatita (HA), cuja a férmula quimica Caio(PO4)s(OH),, que é
um dos biomateriais mais investigados na pesquisa académica dentre
os fosfatos de calcio, devido a sua semelhanca com a fase inorgéanica
dos o0ssos e dentes e por apresentar propriedades osteocondutivas,
bem como auséncia de toxicidade local e sistémica (ARCOS e
VALLET-REGI, 2013). Os fosfatos de calcio ainda apresentam
aplicagdes em areas distintas como, por exemplo, na catalise, como
materiais com fluorescéncia, sensores quimicos, na adsorcdo de
metais, tratamento de agua e em cromatografia como suportes
(AGHAYAN e RODRIGUEZ, 2012).

O estudo sobre hidroxiapatita e outros biomateriais porosos
com elevada area superficial abriu novas possibilidades de aplicaces
a nanociéncia, principalmente no estudo de desenvolvimento de
sistemas que possibilitem a incorporacdo e liberacdo de moléculas
farmacéuticas, devido a sua estrutura e arranjo de poros ordenados e
distribuicao estreita de poros, propriedades que sao essenciais para
as aplicacoes fisioldgicas e terapéuticas (KLEINER et al., 2014; GUO
et al., 2014).

Diversos métodos de sinteses sao relatados na literatura para

a obtencao de hidroxiapatita, contudo a metodologia mais utilizada é
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a de co-precipitacdao, pois permite um melhor controle dos
parametros de morfologia e porosidade, produzindo o material
monofasico, além de ser uma técnica relativamente simples e de facil
aplicacdo, quando comparada aos métodos como sintese no estado
sOlido, método de combustdo e da emulsdo. Entretanto, o tempo
longo de reacao é considerado uma desvantagem deste método
(AHMED et al., 2014; SADAT-SHOJAI et al., 2013).

A sintese dos fosfatos mesoporosos é dirigida principalmente
por direcionadores de poros derivados do petréleo, o que pode
prejudicar a biocompatibilidade destes materiais. Neste trabalho esta
sendo utilizado um biomaterial, neste caso a caseina, tendo em vista
gue a mesma é constituida de regides hidrofébicas e hidrofilicas e
possui atividade anfipatica e alta afinidade por fosfatos de calcio
(VERMA et al., 2013; YE et al., 2013), sendo assim apresenta-se
como um promissor biosurfactante na sintese desses materiais
Mesoporosos.

Outro enfoque deste trabalho foi a aplicacao dos materiais
obtidos em sistemas de liberagcdo de farmacos, neste caso o
ibuprofeno, acido 2-[4-(2-metilpropil)fenil] propandico, com férmula
molecular Ci3H180,. Este farmaco é utilizado para o tratamento 6sseo
e possui grande importancia médica e comercial (KIM et al., 2012),
atuando como analgésicos e anti-inflamatério ndo esterdidal (BAUM
et al., 1985). E bastante investigado em estudo de liberacdo
controlada, devido a sua e excelente atividade farmacoldgica e pelo
tamanho da molécula, cuja dimensdo estimada ¢é de
aproximadamente 1,0 x 0,6 nm, o que permite a sua incorporacao
diretamente nos poros do sdlido, permitindo, portanto, sua interagao
com material mesoporoso (ONER et al., 2011; ZHU et al., 2014). A
presenca de um grupo carboxilico é responsavel pelas interagdes
entre o farmaco e os biomaterias, proporcionando a formacao de
ligacdes de hidrogénio com os grupos disponiveis nas superficies e no
interior dos poros (AGHAEI et al., 2014; ONER et al., 2011).
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No presente estudo, a hidroxiapatita (HA) foi sintetizada pelo
método de co-precipitacdo, utilizando a caseina como direcionador
para obtencdo de HA com elevada area superficial e didmetros de
poros ordenados. O material obtido foi aplicado em sistema de
carregamento do ibuprofeno sendo realizado o estudo da liberacao

em fluido corpdreo simulado.

1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo geral

Sintetizar a hidroxiapatita com porosidade controlada, utilizando
caseina como agente direcionador de estrutura, por meio do
método de co-precipitacdo. Avaliar a capacidade de carregamento
do farmaco ibuprofeno pela hidroxiapatita obtida, visando

aplicacao em sistema de liberagao controlada de farmaco.

1.1.2 Objetivos especificos

» Sintetizar hidroxiapatita Caio(PO4)s(OH), mesoporosa e nao
mesoporosa partindo dos precursores cloreto de calcio e nitrato

de caélcio;

= Caracterizar os materiais obtidos pelas técnicas de adsorgao-
dessorgao de N», espectroscopia na regiao do infravermelho,
andlise elementar, termogravimetria, difratometria de raios X e

microscopia eletronica de varredura (MEV);

» Verificar a influéncia dos solventes com diferentes polaridades

no estudo de carregamento do farmaco ibuprofeno;
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Avaliar a capacidade de carregamento de hidroxiapatitas
mesoporosa e ndo mesoporosa frente ao farmaco ibuprofeno,
verificando a influéncia do tempo e dos solventes dgua, etanol e

hexano;

Caracterizar estruturalmente as matrizes apds a interagao com
o farmaco, pelas técnicas de anadlise elementar, difracdo de
raios X, espectroscopia na regiao do infravermelho e

termogravimetria;

Realizar os ensaios de liberacao do farmaco frente ao fluido

simulado corpdéreo (SBF).
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2. Revisao da literatura

2.1 Biomateriais e bioceramicas

Biomateriais ou materiais biomédicos sdao definidos como
materiais sintéticos ou naturais a serem utilizados para substituir
partes de um sistema vivo, ou para funcionar em contato com os
tecidos vivos (MANZANO e VALLET—REGf, 2012; BOHNER, 2000).
Outras definicoes tém sido relatadas, mas todas se referem a
biomateriais como materiais associados com o dominio da saude, que
se posicionam como uma interface, interagindo com os tecidos vivos
(DOROZHKIN, 2010).

Os biomateriais se diferenciam dos outros grupos de materiais
em virtude de sua capacidade de permanecer no ambiente bioldgico,
sem comprometer o meio e sem serem danificados no processo
(HUANG et al., 2014; WILLIAMS, 2009). Assim, biomateriais sao
associados com o dominio de cuidados com a saude e devem ter uma
interface que nao produza qualquer resposta biolégica adversa, ou
seja: os materiais nao devem apresentar toxicidade local ou sistémica
quando utilizados em uma série de aplicagoes fisioldgicas (FAROOQ et
al,. 2014).

Um exemplo de biomateriais sdo as ceramicas biomédicas, que
também tem sido alvo de grande interesse na area biomédica e dos
materiais. A investigacdo sobre as ceramicas para aplicacbes em
tecido vivo estd em desenvolvimento desde 1960. Bioceramicas sao
definidas como biomateriais da cerdmica e apresentam-se
inicialmente como uma alternativa para aumentar a
biocompatibilidade dos implantes com metais (DOROZHKIN, 2010;
BARRALET et al., 2002). As primeiras bioceramicas foram
desenvolvidas foram a base de zircOnia e alumina, sendo aplicadas
para fabricar préteses de quadril. Atualmente as bioceramicas

proporcionam um leque de aplicacdes, a maioria relacionada a area

7
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do sistema d&sseo, por exemplo, para implantes periodontais e
enxertos. No entanto, alguns tipos de bioceramicas ainda dispdem de
capacidade de entrega de liberacdo de farmacos (ESPANOL et al.,
2009; VALLET-REGI e COLILLA, 2011).

A classificacdo desses biomateriais € dividida em trés
categorias: as ceramicas bioinertes, que sdao materiais que
apresentam resposta danosa minima ou nula devido a sua
estabilidade quimica (SAMAVEDIA et al., 2013), as bioativas, que
possibilitam a ligacdo entre o tecido vivo e proprio material e ainda as
bioreativas, que sao usualmente as que ficam no limite entre os
materiais bioinertes e os bioativos.

Estas caracteristicas, aliadas as propriedades mecanicas, sao as
principais propriedades que proporcionam as bioceramicas excelente
desempenho no campo biomédico (SAMAVEDIA et al., 2013).

Tendo em vista aos diversos tipos de biomateriais existentes,
nesta revisdao sera dada énfase aos fosfatos de calcio, que sdo o

objeto de estudo deste trabalho.

2.1.1 Fosfatos de calcio

Os fosfatos de calcio abrangem uma familia ampla de materiais
ceramicos, que possuem um merecido lugar de destaque entre os
biomateriais e bioceramicas, principalmente por apresentarem
auséncia de toxicidade local e sistémica e auséncia de respostas a
corpos estranhos ou inflamagdes. Estes materiais foram inicialmente
propostos em 1920, por Albee e Morrisson, sendo desde entao
investigados para aplicacdes biotecnolégicas (ELLIOT, 1994;
LEGEROS, 2002; VALLET-REGI, 2010).

Os biomateriais de fosfatos de calcio sdo utilizados em uma
série de diferentes aplicagdes em todo o corpo, incluindo implantes

dentarios, dispositivos percutaneos e no tratamento periodontal, em
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implantes para reparar e reconstruir os tecidos (FERNANDES et al.,
2011), no tratamento de defeitos dsseos, na substituicdo total da
articulacao, reconstrucao cranio-maxilo-facial, em
otorrinolaringologia, em cirurgia da coluna, na substituicao do globo
ocular etc. Sdo empregados também na producdo de fertilizantes, em
colunas cromatograficas e na industria de alimentos (BOHNER, 2000;
BOUTINGUIZA et al., 2012).

Os fosfatos de calcio de relevancia bioldgica sao principalmente
os amorfos, hidroxiapatita e demais apatitas, monetita, brushita,
fosfato octacalcio, fosfato tricalcio e pirofosfato de calcio. Dentre as
fases minerais presentes em calcificacdes normais, ou seja, nao
patoldgicas, as apatitas sao comumente referidas (FERNANDES et al.,
2011; WILLIAMS, 2009).

Algumas das propriedades de aplicacao destes materiais,
incluindo a sua influéncia sobre os tecidos bioldgicos e especialmente
o seu comportamento de biodegradacao e interacdao sao
determinadas pela sua composicdo quimica, pela morfologia e
topologia da superficie (MOUTHUY et al., 2013; BOUTINGUIZA et al.,
2012).

Os fosfatos de cdlcio incluem um grande niumero de materiais,
cuja classificacdo esta baseada na razao Ca/P, conforme apresentada
na Tabela 2.1. Também sao listados, além das férmulas quimicas, os
dados referentes a estrutura cristalina, o grupo espacial e suas

abreviagoes internacionais.
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Tabela 2.1 Classificacdo dos fosfatos de calcio segundo a razao Ca/P.

5 . Estrutura Grupo
Nome Formula Ca/P Simbolo
cristalina espacial
Hidroxiapatita Caio(PO4)s(OH), 1,67 HA hexagonal P63/m
Cloroapatita Ca10(P0O4)s(Ch), 1,67 Clap hexagonal P63/m
Fluoroapatita Cay1o(PO4)e(F)2 1,67 Fap hexagonal P63/m
Fosfato Cag(HPO,), )
. 1,33 OCP triclinica P1-
octacalcio (PO4)n.5H,0
Fosfato Cas(P0O4); 2 terCP monoclinica P21
tetracalcio
Fosfato de célcio Cas(P0,);.
1,5 ACP
amorfo nH,O0
Fosfato dicalcio
o CaHPO,.2H,0 1 DCPD monoclinica Ia
dihidratado
Fosfato dicalcio CaHPO, 1 DCPA triclinica P1
anidro
Fosfato a - ;.
a-Casz(P0O4), 1,5 a-TCP monoclinica P21/a
tricalcio
Fosfato B-
o - P 1, -TCP R
tricalcio B-Cas(P0y4)> 5 B-TC romboedra 3c

Fonte: Silva O. G. 2006

Os pesquisadores separam este grande grupo em duas classes,

a primeira compdem os denominados fosfatos de baixa temperatura,

estes sdo obtidos em solucdes aquosas a temperaturas ambientes,

estdao nesta categoria os DCPA, DCPD, OCP e ACP. A segunda classe
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comporta os fosfatos obtidos a temperaturas moderadas e elevadas
0s quais sdo a-TCP, B-TCP, HA, TecCP (BOHNER, 2000).

As caracteristicas como a  estequiometria  variavel,
biocompatibilidade, densidade de superficie de carga, funcionalidade
e propriedades de dissolucao tornam os fosfatos de calcio adequados
para liberacdo de farmacos e moléculas bioldgicas (IVANOVA et al.,
2014).

2.1.1.1 Hidroxiapatita

Entre os biomateriais cerdmicos de fosfato de calcio, o mais
amplamente utilizado é a hidroxiapatita (HA), devido a sua
composicao quimica semelhante ao constituinte inorganico da fase
mineral dos dentes e 0ssos, representando cerca de 30% a 70% da
massa, como ilustrado na Figura 2.1 (GINEBRA et al., 2006; SADAT-S
HOJAI et al., 2013). A HA é um mineral que pode ser encontrado em
rochas igneas, metamorficas e em solos calcareos (ELLIOTT, 1994;
VALLET - REGI, 2011).

Figura 2.1- Estrutura hierdrquica do osso em varias escalas de
comprimento (SADAT-SHOJAI et al., 2013).

0ss0 inteiro Estrutura do tecido Micro estrutura Nano Estrutura

Hldroxraoatlta
(~50 x 25 x 2 nm)

0Osso (sistema)
(~200 pm) \“‘

Iamelas (-7|.|m)

Fibrilas de colageno (- 50nm)
1 Peridsteo

Fibras de colageno (~ 5 pm)

Moléculas de colageno

—

Vasos sanguineos | Visdo microscdpica

(~300 x 1.5 nm)

Fibrilas mineralizadas

Macro Nano
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E reconhecido como o material mais biocompativel, em virtude
de sua analogia com o osso (IVANOVA et al., 2014; CHAI et al.,
2012). Além disso, a elevada reatividade deste material, a nano-
estrutura, a bioadesdo e cinética de dissolucdo favoravel sao
reportadas como vantagens para sua aplicagao no organismo humano
(ZHOU e LEE, 2011). Estas propriedades I|he garante uma
caracteristica osteocondutora, que pode ser definida como a formacgao
de osso sobre superficies de biomateriais guiada por meio de um
processo bioativo, além das outras caracteristicas intrinsecas aos
biomateriais ja mencionadas (ABDAL-HAY et al., 2014; BOSE e
TARAFDER, 2012).

A biocompatibilidade da hidroxiapatita somada com sua
capacidade adsorvente possibilita a incorporacdo de moléculas
biologicamente ativas em sua estrutura. Deste modo, destaca-se
como potencial veiculo para a distribuicdo do agente terapéutico
(KLEINER et al., 2014; GINEBRA et al., 2012). A importancia geral da
HA também levou a numerosas aplicagdes industriais e tecnoldgicas
ndao médicas, como: catalisador para reacdes quimicas, como na
adicao do tipo Michael, oxidacao do metano, materiais fluorescentes
(LI et al., 2008), de ions condutorese os sensores de gas
(MAHABOLE, et al., 2005) etc. HA sintética pode ser usada em
cromatografia de coluna de fracionamento simples e rapido de
proteinas e acidos nucléicos (SADAT-SHOJAI et al., 2013). Além
disso, a hidroxiapatita tem sido aplicada nos processos de tratamento
de agua (AGHAYAN e RODRIGUEZ, 2012) e recuperacdo de solos
contaminados com metais (HASHIMOTO et al., 2009). Bem como no
desenvolvimento de materiais de restauracao dentaria e em outras

aplicacdes odontoldgicas. (Zheng et al., 2013).

12
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2.1.1.2 Estrutura da hidroxiapatita

O termo apatita aplica-se a um grupo de materiais que
apresentam a féormula geral M;o(Z04)6X2 (ELLIOT, 1973; HEIMANN,
2013), em que M é um metal, podendo ser Ca, Pb, Cd, Ir, La, Ce, K,
Na, Z inclui os elementos P, V, As, Cr, S, C, Al, S e X € um anion
como OH’, CI, F e COs* ou ainda H>O. O nome especifico de cada
apatita depende dos elementos ou radicais M, Z e X. Nesses termos,
a hidroxiapatita tem a estrutura molecular de apatita, onde M é o
Ca?*, Z é o P e X é o OH, originando a hidroxiapatita
estequiométrica com relagao atomica Ca/P de 1,67 (ELLIOT, 1999;
BOANINIA et al., 2010).

A hidroxiapatita geralmente exibe conformacao hexagonal,
com parametros deredea = b =0,9432 nm, c =0,6881 nme Z =1,
pertencente ao grupo espacial P63/m, onde P indica o sistema
hexagonal primitivo. A estrutura pode ser descrita como um conjunto
de fosfatos atravessado por canais paralelos preenchidos por ions
OH 7, paralelo ao eixo ¢ (HEIMANN, 2013; MAVROPOULUS, 2002). Ela
contém dois locais de cations ndao equivalentes em sua célula unitaria,
denominado sitios Ca (I) e Ca (II), onde estdao distribuidos os dez
atomos de calcio, sendo 4 calcio no sitio I, estes sdo alinhados em
colunas e 6 calcio no segundo sitio, estes estdo organizados em
triangulos equildteros em planos perpendiculares ao eixo ¢, um no
plano Y2 e outro em 3% de maneira que sua projecao no plano ab,
forma um hexagono (HEIMANN, 2013; MAVROPOULUS, 2002). Estes
dois sitios presentes na estrutura ocasionam implicacdes importantes
para as hidroxiapatitas, que contém impurezas catibnicas, uma vez
que suas propriedades estruturais podem ser comprometidas
dependendo do sitio ocupado pelo cation da impureza (HEIMANN,
2013).

13
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Os ions de calcio do sitio (I) estdao coordenados por seis atomos
de oxigénio dos tetraedros do grupo fosfato e com outros trés
oxigénios a uma distancia média de 0,225 nm, e sdo posicionados em
colunas paralelas aos canais de hidroxilas. Enquanto que os ions de
Ca (II) sdo cercados por sete oxigénios relativamente afastados,

conforme ilustrado na Figura 2.2.

Figura 2.2 - Visao da estrutura de HA ao longo do eixo c. Linhas
pretas conectam Ca (I) em redes hexagonais. Triangulos escalonados
de atomos de Ca (II) encontram-se no mesmo plano, mas a uma

altura diferente em relagao ao eixo ¢ (BOANINIA et al., 2010).

N © ca(h)

& © o0 ‘00 ©“@or ® cCca(ll)
P W oo T oo W s © oH
o PO4

E interessante notar gue o ion PO43" se encontra entre os sitios
de Ca (I) e Ca (II). Dos quatro atomos de oxigénio que constituem os
grupos fosfatos, dois estao situados em planos perpendiculares a
direcdo c e os outros dois sao paralelos a esta direcao (BOANINIA et
al, 2010).

Vale ressaltar que a disposicdo dos atomos de Ca (II) parece
formar um hexagono, mas na verdade sao dois triangulos equilateros
sobrepostos e no centro deles se encontra os ions hidroxilas, que na
estrutura hexagonal ocupa apenas 50% das posicoes
estatisticamente possiveis (BOANINIA et al., 2010; ELLIOTT,1994).

Na Figura 2.3 é possivel visualizar a organizacdo com mais clareza.

14
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Figura 2.3 - Estrutura da hidroxiapatita ao longo do eixo c. Adaptado
de (ELLIOTT, 1994).

Os atomos Ca (I) sdao rigorosamente alinhados em colunas e
qualquer alteracdao nas interacbes de metal-oxigénio afeta toda a
estrutura (BOANINIA et al., 2010). Na célula unitaria existem dois
canais de calcio, um ocupado por Ca (I) emz = 0eem z = > do
parametro cristalino e em z = %42 e z = 34 encontram-se os ions de
calcio do sitio (II) (ELLIOTT, 1994).

A estrutura da hidroxiapatita pode permitir substituicdes dos
jons de Ca?*, PO4s> e OH por outros grupos.As substituicdes
isomorficas podem afetar os parametros de rede, a morfologia do
cristal, a cristalinidade, a solubilidade, propriedades espectrais de
absorcdo no infravermelho e estabilidade térmica de HA. As trocas
catidnicas podem ocorrer com ions divalentes como Pb?*, Cd?*, Cu?*,
Zn%*, Sr**,Co?* ou Fe?* e mesmo outros ions como Y3* e K'.
Substituicdes anidnicas ocorrem nas posicoes de fosfato ou hidroxila
e as trocas mais importantes ocorrem quando os ions Cl, F e COs*
substituem o OH™ e quando COs*, AsO4>" e VO,* substituem o PO,
(BOANINIA et al., 2010).

15
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Fluoroapatita e clorapatita sdao exemplos comuns de
hidroxiapatita anionicamente substituida. Elas exibem uma estrutura
semelhante a HA. No caso da fluoropatita, sua estrutura & mais
estavel e menos solluvel que a hidroxiapatita, além do que a acgao do
flior na prevencao de caries e no tratamento de osteoporose é
motivo de estudo, por isso a fluoroapatita apresenta grande interesse
bioldgico (LALA et al., 2013).

Existem dois tipos de substituicao de carbonato propostos na
literatura, sendo estes a substituicio de COs* para OH (tipo A) e
CO3 2" para PO4* (tipo B) e ambas as substituigdes podem influenciar
os parametros cristalograficos do material. As carboapatitas sao
investigadas como promissoras para aplicacbes em enxertos e
suportes 6sseos (LALA et al., 2013).

A hidroxiapatita pode apresentar-se ainda na forma monoclinica
guando o deslocamento das hidroxilas causa deformacao na rede,
apresentando grupo espacial P2;/b, e parametros de rede a = 0,9421
nm, b = 2a e c= 0,6881 nm (ELLIOT, 1994). Contudo apenas a fase
hexagonal é de importancia pratica, porque a forma monoclinica é
desestabilizada facilmente (BOANINIA et al., 2010).

2.1.2 Métodos de sintese da hidroxiapatita

As caracteristicas criticas da hidroxiapatita e as propriedades
como morfologia, area superficial, volume e diametro de poros,
propriedades mecanicas, estabilidade térmica e permeabilidade da
superficie estdo relacionadas diretamente com o método de sintese
(AMER et al, 2013; SADAT-SHOJAI et al., 2013). A literatura relata
uma variedade de procedimentos de sinteses para a obtencdao da
hidroxiapatita densa e porosa que, embora diferentes em termos das
condicdes especificas, sdo desenvolvidos almejando o aprimoramento
das propriedades dos biomateriais (AHMED et al., 2014).

16
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Os principais métodos de preparacdao podem ser classificados
em Cinco grupos:

a) Métodos de via umida: contempla principalmente os
procedimentos hidrotermais, hidrodlise, sol-gel, emulsdo, sonoquimico
e co-precipitacao.

O método de co-precipitacao, € um dos mais promissores para
a sintese de nanoparticulas de hidroxiapatita, pois, o sdélido obtido
possui caracteristicas similares as do tecido d6sseo e dentario,
(AMINZARE et al., 2013) diferentemente da hidroxiapatita sintetizada
a altas temperaturas. A reacao de precipitacao ¢é, realizada
obedecendo aos principais parametros, como pH alcalino, agitacao
continua, adicdo lenta dos precursores mantendo a razao molar Ca/P
e tempo de maturacdo. Uma das principais vantagens é a
temperatura que pode variar desde a temperatura ambiente até
valores préximo ao ponto de ebulicio da agua, contudo a
temperatura baixa é preferivel (DONGDONG et al., 2013; AMER et al.,
2013). O pd resultante geralmente apresenta baixa cristalinidade
comparada com os outros métodos, o que pode ser uma vantagem
ou desvantagem dependendo do objetivo da aplicagao. Umas das
principais desvantagens é o tempo reacional longo, principalmente
durante o procedimento de maturacao e adicao dos reagentes, o que
dificulta a producao de grandes quantidades de HA (DONGDONG et
al., 2013). As seguintes equagoes simplificadas mostram algumas das
reacdes quimicas conhecidas adotadas para a sintese de HA via

método de co-precipitagao.

10C8C|2(aq) + 6(NH4)2HPO4(aq) + 8NH4OH(aq) — Calo(PO4)6(OH)2(s) +
20NH4Claq) + H20()

10C8(NO3)2(aq) + 6(NH4)2HPO4(aq) + 20NaOHq) — C310(PO4)6(OH)2(5)
+ 20NaNO3(aq) + 12NH3@iaq) + 18H20()

17
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A facilidade de conducao da sintese e os precursores nao
dispendiosos garantem a popularidade deste método, que segundo o
estudo estatistico apresentado na Figura 2.4 (SADAT-SHOJAI et al.,
2013) indica que durante o periodo de 1999 a 2011 cerca de 165
publicacdes sobre a sintese do fosfato de calcio disponiveis estavam

ligadas ao método de precipitacdo quimica convencional.

Figura 2.4 - Numero total de artigos indexados na Scopus de 1999 a
2011 pelo método de preparacdao. Adaptado (SADAT-SHOJAI et al.,

2013).
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O método hidrotermal também desperta o interesse dos
pesquisadores e pode ser identificado pela obtencao de HA
estequiométrica e cristalina, a temperatura elevada, onde o periodo
de envelhecimento é conduzido em autoclave a pressdes elevadas, no
entanto o controle de morfologia e o custo elevado sao pontos
negativos deste procedimento (LIN et al., 2011).

O processo de hidrélise consiste na transformacdo/hidrélise de
algumas fases como DCPD e DCPA em HA. Este tipo de conversao
ndao tem sido atrativo na sintese de HA, provavelmente devido a

hidrélise lenta dos fosfatos de calcio (GUO et al., 2013).
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O método sol-gel oferece boa homogeneidade ao produto, que
normalmente é realizado a baixa temperatura e apresentam estrutura
estequiométrica com elevada area superficial e tamanho variando de
50 nm a 1 pc, contudo inclui a formacao de fase secundaria,
geralmente de o6xido de «calcio, o que é prejudicial a
biocompatibilidade da HA (KAYGILI et al., 2014).

A metodologia de emulsao é fundamentada na dispersao de
dois liguidos imisciveis tais como agua e 6leo na presenca de agentes
tensoativos, apresentando dependéncia do surfactante para a
obtencdo de particulas pequenas e com morfologia controlada (FUJII
etal., 2013).

Um dos métodos mais recente é o sonoquimico, este baseia-se
nas reagdoes quimicamente ativadas por irradiagao de ultra-som,
sendo um método rapido, permite a obtencdao de particulas
nanomeétricas (GOPI et a/, 2012; MEHRALIA et al, 2014).

b) Métodos secos: incluem as sinteses de estado soélido e a
metodologia mecanoquimica (também conhecido como liga
mecéanica). De modo geral estes se apresentam vantajosos por serem
procedimentos relativamente simples, que nao requerem condicoes
controladas com precisao, entretanto como desvantagem o po
sintetizado por estado sélido exibe algumas vezes heterogeneidade
na sua composicao, o que implica no pequeno interesse na utilizagao
deste método. Ja com o método mecanoquimico geralmente o
produto possui uma estrutura bem definida, além de ser reprodutivel
(FAHAMI et al., 2011).

c) Processos de alta temperatura: envolve uma técnica de
combustdao, que € um modelo convencional para a preparacao de
oxidos ceramicos. A obtencdo de HA em combustao envolve uma
reacao redox exotérmica e rapida entre o oxidante nitrato de célcio e

um combustivel orgédnico que pode ser uréia, acido citrico entre
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outros (ZHAO et al., 2014). Outro processo é a pirdlise também
conhecido como "spray pirdlise" ou método aerossol que envolve a
pulverizacao das solugdes precursoras em uma chama usando um
gerador de ultra-som e o produto € um material altamente cristalino,
entretanto pode apresenta outas fases e baixa area superficial, além
de ser relativamente oneroso (CHO et al., 2013; HONDA et al.,
2013).

d) Método de sintese com base em fontes biogénica:
consiste na realizacdo da sintese da HA utilizando matéria prima
extraida de bioresiduos, tais como cascas de ovos, exoesqueleto de
organismos marinhos, biomembranas de bambu, ossos bovinos e de
peixes como fonte de calcio e fosforo. Tem como vantagem o
beneficio econdmico e ambiental, a HA obtida é geralmente
semelhante a bioldgica, contudo é um processo demorado, que
necessita de elevada temperatura. (MONDAL et al., 2010; FELSEN et
al., 2014).

e) Procedimentos de combinacado: é a soma de dois ou mais
métodos distintos, criando uma estratégia sinérgica, ou seja, com a
uniao dos procedimentos as propriedades do produto final tornam-se
aperfeicoadas, quando comparada com a obtencdao das técnicas
isoladas. As combinagbes mais reportadas sao hidrotermal-
mecanoquimica, hidrotermal-hidrélise e hidrotérmica-microemulsao
(ABDEL-AAL et al., 2008; TIAN et al ., 2008).

2.1.3 Hidroxiapatita mesoporosa

Estudos tém sido focados no desenvolvimento de materiais que
apresentam estrutura porosa e ordenado, ou seja, distribuicao
estreita de poros, elevada area superficial e volumes de poros
relativamente grandes (GUO et al., 2014; PRAMANIK e IMAE, 2012),
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visando principalmente melhorar significativamente a bioatividade e
biocompatibilidade desses materiais. Destacando ainda que estas
propriedades sdo essenciais para o desenvolvimento das areas de
catalise, adsorcao, nanotecnologia e ecologia (ZENG et al., 2014).

Materiais que apresentam mesoporos recebem um enfoque
maior, estes sao classificados segundo a IUPAC como materiais que
dispbem de didmetro na faixa de 2 a 50 nm, enquanto que os
materiais macroporosos possuem didametro superior a 50 nm e os
materiais que exibem diametros menores que 2 nm, sdo
denominados de microporosos, este ultimo sdo adequados como
suportes para engenharia de tecidos (ZENG et al., 2014; LIU et al.,
2014).

A sintese de materiais mesoporosos estd baseada na utilizagao
de um surfactante como agente direcionador de estrutura. O
surfactante é dissolvido numa solucdo aquosa e as moléculas
tensoativas formam agregados denominados micelas (BASTOKOTI et
al., 2012). Os precursores da estrutura inorganica sao precipitados
através da organizacdo destes reagentes em torno das micelas, onde
a mesoestrutura é obtida seguindo condi¢cdes de sintese adequadas.
O direcionado pode ser removido por extragao com solvente e/ou por
calcinacao (LIU et al., 2014). A Figura 2.5 representa este processo
Este método de moldacao € uma das vias mais eficazes para a
sintese de matrizes mesoporosas ordenadas e desordenadas. A sua
forma e tamanho depender de varios fatores, tais como a natureza e
composicao quimica do surfactante, concentracdao, pH, temperatura,
entre outros (ZENG et al., 2014; VALLET-REGI et al., 2011).
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Figura 2.5 - Representacdo esquematica da sintese de fosfato de
calcio mesoporoso. Adaptado de (HATTON et al., 2005).

Formago das micelas

Precipitagio do
precursor inergnico

Remogdo do
surfactante

Fosfato de calcio
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Uma grande variedade de surfactantes tem sido utilizada como
moldes na sintese de materiais nanoestruturados. Alguns sdo
sintetizados a partir de derivados do petréleo, o que resulta na busca
de direcionadores naturais. Sao aplicados em diversas vertentes
atuando como: efeito de espuma, modificador de superficies,
emulsificacao, dispersao de fases, solubilizacao, protecao ambiental e
protecao da saude (VERMA et al., 2013; YE et al., 2013).

Os formadores de moldes sao compostos anfifilicos, constituidos
por duas partes que possuem propriedades diferentes: uma parte
hidrofilica "grupo de cabega" com uma forte afinidade para o solvente
e uma "cauda" hidrofébica, com menos afinidade para o solvente,
podendo interagir com precursores inorganicos para dirigir a
formacgao da estrutura inorganica (AMER et al., 2013). O grupo de
cabeca pode transportar uma carga negativa ou positiva, dando
origem a agentes tensoativos anibnicos ou catidnicos,
respectivamente. A presenca destas moléculas na superficie
interrompe a energia de coesdo da superficie e, assim, reduz a
tensao superficial (ROSEN et al, 2012).

Ambos os conjuntos de surfactantes idnicos e ndo i6nicos, bem
como o0s co-polimeros tém sido aplicado na obtencdo da

hidroxiapatita porosa (ZENG et al., 2014). Alguns dos principais
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surfactantes cationicos sao brometo de hexadeciltrimetilamonio
(CTAB) e o cloreto de tetradeciltrimetilamonio.

Os surfactantes anidnicos incluem sulfonatos de alquilbenzeno,
dodecil sulfato de sdédio (SDS), entre outros. Os exemplos mais
comuns de surfactantes nao i6nicos sdo Pluronic P 123, F 127. Além
destes, existem outros tipos de surfactante, os anfotéricos ou
zwitterionicos, Betainas dodecilo e laurilo betainas sdao exemplos
comuns (LIN et al., 2013).

Nanoparticulas de hidroxiapatitas mesoporosas tem sido
intensamente investigadas como potencial veiculo em sistemas de
carregamento e liberagdo de uma variedade de substancias tais
como: agentes farmacéuticos, fator do crescimento, peptideos,
proteinas, uma vez que ndo apresentam toxidade, possuem
biocompatibilidade, sdao osteocondutivas e nao inflamatodrias (WU e
CHANG, 2012; GAO et al., 2012). Essas bioceramicas porosas ja
estdao bem estabelecidos como carregadores de farmacos e como
implantes 0sseos, ja que eles tem um histérico comprovado de
bioseguranca e biocompativel (AGHAEI et al., 2014).

Nestes materiais podem ser feitas varias substituicOes para
modificar a sua carga superficial, ou seja, sua superficie pode ser
funcionalizadas, e nesse sentido, a porosidade facilita a incorporagao
de grupos funcionais (PRAMANIK et al., 2012). Com efeito, a
interagdo entre a superficie HA e moléculas esta relacionada com as
propriedades de superficie (grupos funcionais de superficie, acidez e
basicidade, carga superficial, hidrofilicidade e porosidade). A
reatividade tanto da superficie como dos canais da estrutura esta
relacionada com presenca da espécie H* (PRAMANIK et al., 2012; WU
e CHANG, 2012).

Das varias técnicas utilizadas para produzir a HA, os métodos
mais pesquisados para a hidroxiapatita mesoporosa inclui o método

de co-precipitacdo (ZENG et al., 2014), sol-gel, o método
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hidrotérmico e o processo de microemulsdao (POH et al., 2014;
PRAMANIK e IMAE, 2012).

Com base na literatura, a maior parte dos fosfatos de calcio
mesoporosos apresentam area de superficie de 20-60 m? g, (ZENG
et al., 2014; YE et al., 2012), o que se indica que existe um desafio
da obtencdo de solido com elevada area superficial concomitante com
diametro de poros maiores que 6 nm. Portanto, uma série de estudos
foi dedicada a melhoria do didmetro dos poros de HA mesoporosa
(ABDALLA et al., 2014).

Em nosso grupo de pesquisa, Fernandes, (2011) sintetizou
hidroxiapatita mesoporosa a partir de diversos surfactantes como
CTAB e SDS, em que obteve HA com area superficial de 5 - 98 m? g™
e utilizou este suporte para incorporar penicilina. Silva (2010),
utilizando caseina como direcionador de poro conseguiu area de 106
mZ2g™* aplicando em adsorg&o de SBA.

Ibrahim et al, (2013) obtiveram HA mesoporosa com area de
superficial de 35,3 - 212,4 m?g™! com didmetro de 8,5 -16,8 nm. Guo
et al, (2013) adsorveram o farmaco gentamicina na HA com &rea de
superficie de 8,1 -35,1 m? g'! e distribuicdo de poros de 4,5 -14 nm,
obtida com o surfactante CTAB. Zeng et al, (2014) obtiveram HA
mesoporosa com area superficial variando de 32,9 - 94,8 m? g’! com
diametro médio de poro de 5,5 -27 nm.

O tamanho de poro depende basicamente do surfactante
empregado na sintese, mas também de outros parametros do
processo de obtencdo de forma que varios métodos tém sido
desenvolvidos para controlar o tamanho de poro, visando aprimorar a
aplicagao final do material como é o caso do carregamento e
liberacdo de farmacos (VALLET-REGI, 2011).
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2.1.4 A caseina

As investigacdes se concentram cada vez mais em determinar
as propriedades de compostos naturais que sdo de superficie ativa e
auto-organizadas em estruturas micelares (HOLLAND et al., 2011;
KESSLER et al., 2014). Exemplos de ocorréncia natural de materiais
ativos de superficie sdo as caseinas, que sdao a principal fonte de
proteina no leite. Pode ser obtida a partir do leite por precipitacao na
presenca de um acido a um pH de 4,6 (SOEJIMA et al., 2011).

Caseinas consistem de varias proteinas sendo as quatro
principais formas asl-, as2, B- e k-caseina, (na razdo de 4:1:4:1,
respectivamente), apresentando massa molecular como sendo asl: M
= 23.000 (~38,49%), as2: M = 25.000 (~ 10,06%), B: M = 24.000
(~ 38,74%), k-caseina: M = 19.000 (~ 12,57%). Todas fazem parte
da familia da fosfoproteinas (ROCHELLE et al., 2010; SANGEETHA e
PHILIP, 2012), cuja funcdo basica no caso da caseina no leite é o
transporte dos componentes calcio, fosfato e proteinas da glandula
mamaria.

As unidades estruturais de proteinas sdo aminoacidos que tém
diferentes  hidrofobicidades. @Quando o0s aminoacidos com
hidrofobicidades semelhantes estao dispostos sequencialmente na
cadeia, blocos hidrofilicos ou hidroféobicos distintos sdo formados
(LIVNEY, 2010; SEMO et al., 2007). Os residuos hidréfobos e
hidrofilos de aminoacidos podem, por conseguinte, facilmente se
moldarem em micelas esféricas.

A proteina asl-caseina € um polimero de tribloco com duas
extremidades hidrofébicas e um centro hidroéfilo (PORTNAYA et al.,
2011), enquanto que B-caseina, uma proteina anfifilica, apresenta-se
como um polimero dibloco, em que a regido C-terminal tem
caracteristica hidrofébica e as propriedades hidréfilas se concentra no
N-terminal e, por conseguinte, atua como uma molécula ativa a
superficie (SHAPIRA et al., 2010). A adicdo de calcio (Ca®**) para
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solugdes B-caseina neutraliza a carga negativa existente e pode
conduzir a um aumento nas interagdes hidrofdbicas, resultando na
agregacao de B-caseina e a formacao de micelas (DAUPHAS et al.,
2008).

As micelas da caseina sao relativamente grandes agregados
destas proteinas, juntamente com fostato de calcio e pequenas
guantidades de citrato, com diametros entre 6 e 150 nm (HORNE,
2003). As micelas sao hidratadas e sua estrutura é altamente porosa,
apresentando estabilidade derivada da molécula caseina-k. As
interagdes hidrofébicas e as ligacdes de fosfato de calcio mantém
estas micelas juntas. Estas proteinas sao ricas em prolina, o que
permite as formagdes de algumas conformacdes micelares
energeticamente favoraveis em solucao (SHAPIRA et al., 2010).
Apresentam baixa solubilidade para valores de pH entre 4,6 e 4,8,
onde ocorre o seu ponto isoelétrico, sendo ainda moderadamente
solUvel em agua e bastante soluvel quando é adicionada a uma base
(ELZOGHBY et al., 2011).

A estrutura molecular da a- e B-caseina esta representada na

Figura 2.6.

Figura 2.6 Estrutura molecular da a- e B-caseina (SZYK-
WARSZYNSKA et al., 2009).

o — Caseina B — Caseina

26



Dissertacdo de mestrado Mariana de Brito Batista Pereira

A caseina apresenta-se como um bio-surfactante, por nao
apresentar descendéncia téxica, como a maioria dos direcionadores,

sendo uma proteina presente no sistema bioldgico humano.

2.1.5 Hidroxiapatita mesoporosa como sistema de liberacao

controlada de farmaco

Nas Ultimas trés décadas pode ser observado um rapido
crescimento na busca de novos sistemas de liberacdao de farmacos
(WANG et al., 2013). Os materiais naturais e sintéticos, incluindo
fosfatos de calcio, silica inorganica, bem como polimeros
organicos tem sido estudados como substratos para o transporte de
agentes terapéuticos (GINEBRA et al., 2012).

A liberagdao controlada de farmacos funciona como uma
ferramenta essencial para melhorar as terapias atuais, mostrando-se
como um campo em constante evolugdo de materiais biomédicos
(ARCOS e VALLET-REGI, 2013). Os sistemas de liberacdo controlada
de farmacos devem ser capazes de entregar o agente bioativo
precisamente no local alvo, a uma taxa especifica. Geralmente, estes
mantém a concentragao do farmaco nos locais exatos do corpo dentro
de intervalo de tempo 6timo e abaixo do limite de toxicidade, o que
melhora a eficacia terapéutica e reduzir a toxicidade e, por
conseguinte, diminui os efeitos colaterais, trazendo mais conforto
para o paciente, uma vez que o0 uso destes sistemas permite a
reducdo da frequéncia de dosagem de um medicamento (CICUENDEZ
et al., 2013).

Outro aspecto relevante diz respeito ao problema especifico da
administracao de farmacos, que é a reducao da atividade do farmaco
antes de alcancar o tecido alvo, devido a sua degradacdo previa
(AGHAEI et al., 2014). Nesse sentido, esse efeito € minimizado em

sistemas de liberacao controlada.
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Desde os trabalhos de Vallet-Regi et al, em 2001, utilizando
MCM-41 como um novo sistema de liberacdao de farmacos, diversos
estudos tém relatado a utilizagdo hidroxiapatita mesoporosa como
carreadora de farmacos. Dentro deste contexto, as hidroxiapatitas
mesoporosas tem sido amplamente empregadas como matrizes
eficazes para a encapsulacdo e liberacdo controlada de farmacos,
proteinas e outras moléculas biologicamente ativas, devido a sua
semelhanca com o tecido 0sseo, as suas estruturas mesoporosas
estaveis, bem como as propriedades superficiais, além da
biocompatibilidade, osteocondutividade e carater nao inflamatério
(COLILLA e VALLET-REGI, 2011; WANG et al., 2013).

Diversas estratégias tém sido aplicadas para encapsular
agentes terapéuticos, podendo farmaco ser misturado tanto a fase
liguida, quanto a fase sélida. Em geral, os fdrmacos sdo aprisionados
pelo método de impregnacao (SMITH et al., 2012; HUANG et al.,
2014). Esta metodologia envolve a imersao dos materiais
mesoporosos livre de surfactantes em uma solugao altamente
concentrada de farmaco, seguida de uma secagem. Este método é
considerado vantajoso, devido a sua simplicidade e eficiéncia, no
entanto, apresenta limitacdes, devido ao equilibrio distribuicbes e a
possivel agregacao do farmaco fora do material (DONGDONG et al.,
2014; MANZANO E VALLET-REGI, 2012).

Os principais fatores que podem influenciar o carregamento e o
perfil de liberagdo da molécula hospedada sdo a natureza da
interacdo quimica hospedeiro-hdspede, a dimensao dos poros da
matriz, estrutura e a darea da superficie, os grupos funcionais
presentes ou ausentes (CAO et al.,, 2010; VALLET-REGI et al.,
2010). Em relacao ao efeito do diametro dos poros, considera-se que
guanto menor o tamanho dos poros maior a limitacdao ao
carregamento e liberacdo de moléculas de farmaco, influenciada
também pela area de superficie. Alguns destes parametros sdo

ilustrados na Figura 2.7.
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Figura 2.7 - Parametros que governam a capacidade de

carregamento de moléculas biologicamente ativas. Adaptado de

(VALLET-REGI, 2010).
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Tabela 2.2 - Alguns sistemas de liberacao de farmacos de diversos
fosfatos de calcio.

Quantidade
Sistema Farmaco adsorvida/liberacdao Referéncias
(0/01 t)

Compésito
Hidroxiapatita e 1 o )

> 1 25 dias) et al, (2014)
m<“ g~ com poro de
2,78 nm
Hidroxiapatita com
diametro de poro 200 mmol 1Y/ (50%
entre 35,2 - 146,4  LouProfeno apés 1 h, 95,6% oner
I} I} et a/, (2011)
24 h)
nm
Hidroxiapatita de
4 2 -1
area22,63m°g- o 302mgg’/ (76,9%, Shen
com poro de 10,18 72 h) et al, (2014)
nm
Hidroxiapatita Gencitabina 400 mgg™/ (65%,1 Betsiou

he89,7%,24h) etal (2012)

Hidroxiapatita de (50,5%, 3 h & 94% z
drea 74,4 m? g! Ibuprofeno 270, e 0, ang
com volume cglle 12 h) et al, (2011)

poro de 0,37 m? g}

Hidroxiapatita de  Cloridrato de 850 mgg™!/ (75,2%, Wang
drea 46,5 m?>g!  vancomicina 144 h) et al, (2013)
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2.1.6 Cinética de liberagao do farmaco

Existem varios métodos na literatura que tentam explicar a
cinética de liberacdo em materiais porosos, contudo a maioria dos
trabalhos com HA mesoporosa considera que a liberacdo é controlada
pela difusdo e que a taxa de velocidade de degradacao do sélido é
bem menor que a velocidade de liberacdao do farmaco (SHEN et al.,
2014; GINEBRA et al., 2012).

Sendo assim a cinética de liberacdo é ser descrita por meio do
método de Higuchi, que apresenta a liberagdo de um farmaco a partir
de uma matriz insolivel nas condigbes de pH do plasma. Este é
baseado na lei de Fick, (GINEBRA et al., 2012) onde a liberagao
acontece em camadas, sendo a camada da superficie inicialmente
toda liberada, seguindo-se da difusao das camadas seguintes. A

equacao de Higuchi descrita na Equacao 2.1.
g = K t" (2.1)

Em que, g: ¢ a quantidade de farmaco liberada no tempo t
e ky representa a constante da taxa de liberagcao do modelo de
Higuchi.

Outras metodologias, como a difusdao nao-Fickiana, ¢é
empregada com maior frequéncia, em relagdo aos sistemas
Korsmeyer-Peppas, para os estudos de liberacdo com a matriz de
fosfatos de calcio (GINEBRA et al., 2012; WANG et al., 2013). O

modelo Korsmeyer-Peppas esta representado pela Equacgao 2.2.

M/ M, =Kt" (2.2)

Onde: M; e M, sdao as massas acumulativas do farmaco

liberadas em um tempo t e em um tempo infinito, respectivamente. K
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€ a constante de proporcionalidade e n indica o mecanismo de

liberacao.

2.2 Ibuprofeno

O ibuprofeno, acido 2- [4 - (2-metilpropil) fenil] propandico,
com formula moléculas Ci3H130, € um dos compostos farmacéuticos
com grande importancia médica e comercial (KIM et al., 2014). Faz
parte da classe dos analgésicos nao esterdides, com propriedades,
antipiréticas e acdes anti-inflamatdrias (BAUM et al., 1985) tem sido
estudado como modelo de farmaco para entrega controlada de
drogas devido a sua semi-vida bioldgica curta, e excelente atividade
farmacoldgica, e apresentar tamanho de aproximadamente de 1,0 x
0,6 nm (ZHU et al., 2013).

O ibuprofeno foi sintetizado pela primeira vez em 1961 pelo Dr.
Stewart Admas. Atualmente ele é usado por milhdes de consumidores
para tratar doencas relacionadas ao sistema d&sseo. Além de ser
indicado para tratar inflamagbdes, nao ultrapassando o limite de
dosagem diaria de 3.000 mg em casos graves (GINEBRA et al., 2012;
LIU et al., 2013).

Este fArmaco apresenta peso molecular 206 g mol™ com ponto
de fusdao entre 75-350 K e pontos de ebulicao de 430 K (ABIOVE et
al., 2014). Apresenta alta permeabilidade e é solivel em hexano,
etanol, octanol, dimetil sulféoxido e cloroféormio (VIEIRA et al., 2013).

O grupo carboxilico presente na estrutura do farmaco é relatado
como provedor das interagbes entre o mesmo e os materias,
proporcionando a existéncia de ligacdes de hidrogénio com os grupos
hidroxilas disponiveis no material (AGHAEI et al., 2014; ONER et al.,
2011).
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3. Metodologia experimental

3.1 Reagentes quimicos

Foram utilizados os seguintes reagentes e solventes, todos sem

purificacdo prévia:

L 4

*

*

Hidrogenofosfato de diamonio (MERCK, 99%) - (NH4)>.HPOy;
Cloreto de calcio (SIGMA ALDRICH, 95%) - CaCly;

Nitrato de calcio tetrahidratado (VETEC, 98%)- Ca(NO3),.4H,0;
Hidroxido de sédio (VETEC, 97%) - NaOH;

Caseina (REAGEN);

Nitrato de prata (MERK) - AgNOs;

Hexano (FMAIA, P.A) - CgHy6

Alcool etilico (CHEMCO, P.A) - CHsCH,0H;

Carbonato de sodio dihidratado - (SIGMA-ALDRICH, 98%) -
Na,CO3.2H,0;

Agua deionizada, obtida através do deionizador Permution.
Ibuprofeno (FRAGON) - Ci;3Hig02> cuja estrutura esta

representada na Figura 3.1

Figura 3.1 - Estrutura quimica do ibuprofeno.

OH
CHa

H,C

Acido (p-2 metilpropril) fenil propandico
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3.2 Sintese de hidroxiapatita

A sintese da hidroxiapatita porosa foi realizada partindo de
solugdes de volumes iguais contendo 0,033 mol de hidrogeno fosfato
de diamoénio (NH4)2HPO4 e 0,056 mol de cloreto de calcio (CaCl,)
numa razao molar Ca/P = 1,67, a pH 10.

Inicialmente foi preparada 250 cm?® de uma solugdo de caseina
na proporcdo de 5 mg de caseina por cm? de solugdo NaOH a 0,2
molar. Essa solucao a pH 10 foi adicionada a um baldo de fundo
redondo de trés bocas com capacidade de 1000 cm?® e agitada
vigorosamente a velocidade de 1400 rpm por 1 h, a temperatura
ambiente, onde observou-se a formagdao de uma suspensao
espumosa, caracterizando a formacao de micelas. Em seguida, sob
agitacdo mecanica de 200 rpm adicionou-se simultaneamente, a
vazdo de 2 cm® min!, 250 cm® de da solucdo aquosa de cloreto de
calcio (0,056 mol) e de fosfato de amonio (0,033 mol) (SADAT-
SHOJAI et al., 2013; AMER et al., 2013).

Apds a completa adicdo dessas solugdes, o precipitado formado
foi envelhecido sob agitacao a temperatura ambiente por 15 h. Em
seguida, o sélido obtido foi filtrado e lavado com agua deionizada até
o teste de cloreto negativo. Finalmente, o produto HA1A, foi seco a
373 £ 10 K em estufa por 24 h e foi obtido um rendimento de 4
gramas. Apods seco, o solido foi calcinado a temperatura de 773 K por
6 h em atmosfera de oxigénio, com taxa de aquecimento 10 K min
para a eliminacao do surfactante. O sdlido obtido apds o tratamento
térmico foi denominado HA1B. Para efeito de comparagdo foi
realizada uma sintese controle da hidroxiapatita mantendo as
mesmas condicdes sem o uso do surfactante. O sdlido obtido foi
denominado HAlpuro.

A sintese da matriz porosa com o precursor Ca(NOs3), foi
realizada utilizando o mesmo procedimento adotado na sintese com o
cloreto de calcio. Os solidos obtidos foram denominados HA2A e
HA2B apos o tratamento térmico. Foi realizada a sintese controle sem
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adicao de surfactante obtendo o sdélido denominado de HA2puro. Os

sdlidos obtidos estdao apresentados na Tabela 3.1.

Tabela 3.1 - Designacdes dos sdlidos obtidos.

Sistema Descricao
Sdlido obtido com o precursor CaCl, sem
HAlpuro e~
modificagao com o surfactante.
Sélido obtido com o precursor CaCl, e modificado
HA1A
com surfactante.
Sdlido obtido com o precursor CaCl,, modificado
HA1B .
com surfactante e calcinado.
HAD Soélido obtido com o precursor Ca(NOs3), sem
puro modificacdo com o surfactante.
Sdlido obtido com o precursor Ca(NO3), e
HA2A .
modificado com surfactante.
Sélido obtido com o precursor Ca(NOs);,
HA2B

modificado com surfactante e calcinado.

O fluxograma de obtencdo e o sistema utilizado na sintese das

matrizes estdao demonstrados nas Figuras 3.2 e 3.3.
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Figura 3.2- Fluxograma da obtencdao das matrizes porosas.

5 mg de caseina/cm?® de solucdo de NaOH
0,2 M (solucao 1)

( 1 h a 298k ]

L Agitacdo a 1400 rpm

[ 0,033 mol de (NH,) HPO, ] [ 0,056 mol de X X = CaCl, oy
AN / Ca(NO3s);

[ Adicao a solugdo 1 }

Adigdo lenta
Agitacdo 200 rpm

[ Maturagdo por 15h )

Filtragem, lavagem e
secagem a 373 K por 15h

HA1A ou Caracterizagdes ]
HA2A

[ Calcinacao 6 h a 773 K ]

HA1B ou

HA2B ——[ Caracterizacdes ]
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Figura 3.3 - Sistema utilizado para sintese da hidroxiapatita porosa.

CacCl
2

ou
Ca (N03)2

Caseina
+ solucao de NaOH

3.3 Ensaios de carregamento do farmaco ibuprofeno na matriz

hidroxiapatita

Neste estudo 250,0 mg das matrizes HA1A e HAlpura foram
suspensas em 100 cm? das solucdes preparadas com concentracdes
de 500 ppm e a 1000 ppm com os solventes e agua, etanol e hexano.
Para os ensaios realizados com o solvente agua o farmaco foi
previamente dissolvido em uma solucdo a 5% de carbonato de sodio.
As solucdes foram mecanicamente agitadas em incubadora a
temperatura ambiente a 130 rpm durante 24 h. Os sélidos foram
filtrados, lavados com os respectivos solventes e secos a 313 K.

O esquema realizado neste ensaio estd representado na Figura
3.4 (ONER et al., 2011; GINEBRA et al., 2012; ARCOS e VALLET-
REGI, 2013).
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Figura 3.4 - Fluxograma do carregamento de ibuprofeno (IBU) na

hidroxiapatita mesoporosa.

250mg de HAlpura, HA1A ou HA1B

A4

IBU - Agua IBU - Etanol IBU - Hexano
500 e 1000 500 e 1000 ppm 500 e 1000

298 K, 130 rpm e 24h

Incubadora modelo TE-420 da TECNAL.

[ Filtracao, lavagem e ]

secagem a 313 K

A\ 4

[ Caracterizagoes ]

3.3.1 Efeito do tempo

A obtencdao da isoterma de tempo para o carregamento do
ibuprofeno foi realizada pelo método da batelada no qual as amostras
de aproximadamente 50 mg do sélido foi adicionadas a 20,0 cm?® das
solugdes do farmaco nos solventes etanol e hexano com concentragao
de 500 ppm. As solucdoes foram mecanicamente agitadas a 130 rpm

em um banho termostatizado a temperatura de 298 K por tempos
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variados de 5, 10, 20, 30, 60, 120, 360 e 720 min. Apds os tempos
de contato, centrifugou-se as solugdes a 5000 rpm por 10 min e os
sobrenadantes foram diluidos para uma concentracdao de 50 ppm e
guantificadas na regiao do ultra-violeta a um comprimento de onda
de 264 nm. Os sodlidos foram filtrados e lavados com os respectivos
solventes de cada ensaio.

Por meio da quantificacgdo do farmaco presente no
sobrenadante, tornou possivel determinar a quantidade carregada
(gt) por grama de hidroxiapatita através da diferenca das quantidades
de farmaco presentes na solugao em concentragdo molar inicial (C;) e

apos um tempo determinado (C¢) pela Equagao 3.1.

_ (Ci _Cf)*v

m (3.1)

t

Em que V representa o volume de solucdo do farmaco
adicionado & matriz para ser adsorvido, no caso 20,0 cm®, m é a
massa de hidroxiapatita, aproximadamente 50 mg, C e C
representam as concentracdes antes e depois da adsorgao,
respectivamente. O resultado final foi expresso em Nf (mg.g™?).

Adotou-se o método de adicdo de padrao para a quantificacao
do farmaco. Este método é util na andlise de amostras complexas,
nas quais a probabilidade de efeito de matriz sobre o processo de
medida do sinal analitico é alta (SKOOG et al., 2002), o que foi
observado nos testes preliminares, onde a solucao final apds a
interagdo matriz/farmaco estava apresentando efeito de matriz.

O método por adicdo de padrao (MAP) por particdo da amostra
consiste em adicionar quantidades conhecidas do analito as amostras,
possibilitando a medicdo dos sinais analiticos em condicdes idénticas
entre padroes e amostras (BADER, 1980). Assim, para cada ponto da
isoterma de tempo ou da liberacao, obteve-se a curva de adicao de
padrao, pela adicdao sucessiva de padroes a volumes fixos do
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sobrenadante que foram todos diluidos para 50 ppm. Cada curva era
composta por quatro pontos, todos de volume 10 cm?, preparados da
seguinte forma:

1) Branco: 1,0 cm?® da amostra aferida em um baldo volumétrico de
10,0 cm® com o solvente.

2) Padrdo 10: 1,0 cm®da amostra + 1,0 cm? do padrdo a 10 ppm do
farmaco + 8,0 cm3do solvente.

3) Padrdo 40: 1,0 cm>da amostra + 1,0 cm®do padrdo a 40 ppm do
farmaco + 8,0 cm3do solvente.

4) Padrdo 70: 1,0 cm®da amostra + 1,0 cm>®do padrdo a 70 ppm do
farmaco + 8,0 cm3do solvente.

5) Padrdo 100: 1,0 cm®da amostra + 1,0 cm® do padrdo a 100 ppm

do fdrmaco + 8,0 cm3do solvente.
O procedimento do método por adicao de padrao pode ser resumido

na Figura 3.5.

Figura 3.5 - Representagao do procedimento de implementagcao do

MAP por particao da amostra.

Solvente Solvente Solvente Solvente Solvente
Tem’- padraol0 1em’- padrio40 1em’- padrio70 1cm’- padrio100
\Jcm’-amostral ./ \dcm’-amostral / \dcm*amostral / \Jem’-amostral / \Jem™-amostral J

Branco Padrao 10 Padrao 40 Padrao 70 Padrao 100
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3.3.2 Ensaios de liberagcao do ibuprofeno no fluido corporal
simulado (SBF)

Primeiramente foi realizado o carregamento do farmaco
ibuprofeno utilizando 500,0 mg da matriz HA1B, que foi suspensa em
200 cm® de uma solucdo alcodlica de farmaco de 500 ppm. As
suspensdes foram mecanicamente agitadas, durante o tempo
previamente estabelecido de 120 min a 298 K. Subsequentemente foi
retirada uma aliguota do sobrenadante a qual foi centrifugada e
posteriormente diluida para adicao de padrdo por particao, onde a
quantificacdao do farmaco remanescente que foram quantificadas por
espectroscopia de UV/Vis, como descrito no item 3.3.1. O sdlido foi
separado por filtracdo e lavado com aproximadamente 50 cm?® do
solvente e seco a 313 K.

Os ensaios de liberagao foram entao realizados em erlenmeyer
de 500,0 cm?, onde 200,0 mg da hidroxiapatita com o farmaco
carregado na etapa anterior, foi posta em contato com 300,0 cm?® da
solucdo aquosa do fluido simulado corpéreo (SBF), a pH 7,4 o qual
tenta imitar o meio fisioldgico. A suspensdo foi entdo mecanicamente
agitada a 310 K por 120 h. Durante este periodo, aliquotas de 5 cm?
foram removidas e o mesmo volume foi reposto com a solugao de
SBF. Os intervalos em horas avaliados foram 0,25; 0,75; 1,0; 1,5;
2,5; 3,5; 4,5, 10,5; 15; 24, 31, 38; 51, 60; 72; 82; 96; 107 e 120
horas, totalizando 19 pontos. Deste modo, foi possivel determinar a
porcentagem de farmaco liberado pelo tempo avaliado, considerando
a concentragao remanescente da etapa anterior.

A solucao do fluido corporal simulado (SBF), correspondente ao
plasma sanguineo humano, que foi preparada pela dissolucao de NaCl
(7,996 g), KCI (0,224 g), MgCl,-6H,0 (0,305 g), NaHCOs (0,350 g),
CaCl,-6H,0 (0,278 g), NayS04 (0,071 g), K;HPO4.3H,0 (0,228 g) e
NH,C(CH,OH) (6,057 g) em 1 dm?® de &gua deionizada (ONER e
UYSAL, 2013).
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3.4 Técnicas de caracterizacao

3.4.1 Difracao de raios X (DRX)

As amostras foram analisadas pelo difratrobmetro de raios X
modelo XRD-6000, da SHIMADZU. As amostras foram previamente
peneirados a 200 mesh, em seguida compactados em um porta
amostra e colocado no equipamento onde se utilizou poténcia de 2
kVA, voltagem de 30 kV e corrente de 30 mA. Foram feitas
varreduras no intervalo de 28 entre 5 e 60°, com um passo de 0,02°
e velocidade de 2° min™, utilizando como fonte de radiacdo CuK,
A=1,5406 A,

O refinamento dos parametros de rede da célula unitaria para
todas as amostras foi realizado através do Programa Rede 93,

considerando seis picos de difragao.

3.4.2 Espectroscopia de absorcao na regiao do infravermelho

As amostras foram analisadas em um equipamento IR
PRESTIGE - 21, da marca SHIMADZU. O método utilizado foi o de
pastilha de KBr, mantendo a proporcao de 1 mg da amostra/100 mg
de KBr, para maior comparagao entre as intensidades dos picos. A
varredura foi realizada no intervalo de 4000-400 cm™, com resolucdo
de 4 cm™ e ndmero de acumulacdes de 30 scans. A técnica de
espectroscopia vibracional na regiao do infravermelho foi utilizada

para identificar as unidades estruturais dos materiais.
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3.4.3 Medidas de adsorcao/dessorcao de N,

As amostras receberam um tratamento a 523 K por 2 horas em
um Belprep II, da BEL, com fluxo de Ny(g), para eliminacao de
impurezas adsorvidas na superficie. Em seguida as amostras foram
analisadas em um instrumento de adsorgcao volumétrica BELSORP 11,
da BEL JAPAN, utilizando Ny(g) e padrao de He, em um Dewar
contendo Ny(I). Os dados de volume adsorvido e dessorvido em
varias pressoes relativas foram utilizados para gerar informacgoes
sobre a area superficial, distribuicdo e tamanho médio de poros. As
medidas foram calculadas baseadas nas teorias de Brunaer-Emmett-
Teller (BET) (BRUNAUER et al, 1938). As analises de diametro e
volume total de poros foram obtidas pelo método de Barret-Joyner-
Halanda (BJH) (BARRET et al/, 1951).

3.4.4 Analise termogravimétrica

As medidas termogravimétricas (TG) e analise térmica
diferencial (DTA) dos materiais foram realizadas em um analisador
térmico modelo DTG-60H da Shimadzu de modo a avaliar a evolugao
térmica. Para obtencdo das curvas de TG/DTA foram utilizados,
aproximadamente, 10 mg de cada sélido. A andlise foi realizada em
cadinhos de platina sob fluxo de 50 cm3/min! no intervalo de
temperatura de 300 a 1000 K, com razao de aquecimento de 0,16

K/ s!, em atmosfera de nitrogénio.

3.4.5 Analise elementar

Os teores de carbono, hidrogénio e nitrogénio foram
determinados usando um analisador microelementar da Perkin-Elmer,

modelo PE 2400. Esta anadlise foi importante para determinar a
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efetividade da presenca da molécula do farmaco no material

inorganico.

3.4.6 Microscopia eletronica de varredura

As imagens foram obtidas por microscopia eletronica de
varredura por deteccao de elétrons secundarios em um microscépio
JEOL-300, onde as amostras foram recobertas com uma fina camada
de ouro e carbono por metalizagdo em um instrumento de Plasma
Science. A microscopia permite obter dados sobre a morfologia e

tamanho das particulas formadas.

3.4.7 Espectroscopia na regiao do ultravioleta e visivel (UV-
Vis)

As amostras foram analisadas em um espectrofotometro UV-Vis
2550, da SHIMADZU, no modo transmitancia, com tubos de quartzo
como acessorios para liquidos. Utilizando o comprimento de onda de

264 nm para as amostras carregadas com farmaco.
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4. Resultados e discussao

No presente trabalho foram sintetizadas hidroxiapatitas com
porosidade controlada, empregando caseina como agente
direcionador de estrutura e foram realizados estudos de
carregamento do farmaco ibuprofeno. Neste capitulo constam os
resultados e discussao desta pesquisa, a qual foi divida em trés
partes: caracterizacdo dos sdlidos sintetizados; ensaio do
carregamento do ibuprofeno e liberacdo controlada do farmaco no
fluido SBF.

4.1 Caracterizacoes dos sélidos sintetizados

4.1.1 Difratometria de raios X (DRX)

A difratometria de raios X é uma técnica de avaliacdo de longo
alcance, sendo um método essencial para a identificacdo de fases
cristalinas presentes no sélido. A Figura 4.1 apresenta o difratograma
de raios X para a hidroxiapatita pura, sintetizada pelo método de co-
precipitacao, cujos planos foram indexados de acordo com carta
cristalografica JCPDS 09-0432. De acordo com estes dados observa-
se a formacao de hidroxiapatita de boa cristalinidade e sem a

presenca de fases interferentes.
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Figura 4.1-Difratograma de raios X da hidroxiapatita pura.

Intensidade (u.a.)

10 20 30 40 50

2 0 (Graus)

Na Figura 4.2 estdao dispostos os difratogramas das
hidroxiapatitas sintetizadas utilizando os sais de cloreto de calcio e
nitrato de calcio, respectivamente, pelo método de co-precipitacao,

com e sem a utilizacdo de caseina.

Figura 4.2 - Difratogramas de raios X das amostras (I) HAlpuro (a),
HA1A (b), HA1B (c) e (II) HA2puro (a), HA2A (b), HA2B (c)

0 (In)

Intensidade (u.a.)
Intensidade (u.a.)

T T T T T T T T | T T T T
10 20 30 40 50 10 20 30 40 50

20 (Graus) 2 0 (Graus)
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Analisando os difratogramas apresentados na Figura 4.2,
verifica-se que todos os sdlidos sintetizados sem e com agente
direcionador formaram materiais monofasicos com a Uunica fase
hidroxiapatita, com base na literatura (ELLIOTT, 1994) e com o
auxilio da carta cristalografica JCPDS 09-0432. A utilizacdo do
direcionador ndao modificou a fase hidroxiapatita formada, uma vez
gue nao foi identificado o surgimento de nenhum novo pico referente
a outras fases de fosfato de calcio.

Os padroes de DRX das amostras antes e depois do tratamento
térmico apresentaram conservacdo dos picos de difracdo,
correspondendo ao padrao dos picos caracteristicos de simetria
hexagonal (grupo espacial P63/m), indicando que a fase das
amostras de hidroxiapatita é de alta pureza (AMER et al., 2013).

Os parametros de rede das amostras foram calculados
utilizando o Programa Rede 93, considerando 6 picos de difracao,
cujos resultados encontram-se na Tabela 4.1.

O volume da célula unitaria foi calculado a partir da Equacdo
4.1 (CULLITY, 1956).

v @.sz.c

= 0,866.82.C (4.1)

Os dados obtidos indicaram que o uso do direcionador
promoveu pequenas alteragdes nos parametros de rede e no volume
da célula unitaria, o que nao alterou a fase hidroxiapatita, verificada

em concordancia com os dados da carta JCPDS 09-0432.

49



Dissertacdo de mestrado Mariana de Brito Batista Pereira

Tabela 4.1- Parametros de rede dos sistemas HA1puro, HA1A, HA1B
e HA2puro, HA2A, HA2B.

Parametros de rede Vol. de célula

Sistemas -
(Hexagonal) unitaria

a (A) c(A) V (X%

Hidroxiapatita-padrao 9,41 6,88 527,58
HA1lpuro 9,21 6,95 510,53

HA1A 9,40 6,88 526,46

HA1B 9,46 6,83 529,32
HA2pura 9,23 6,99 515,70

HA2A 9,61 6,82 545,44

HA2B 9,16 7,02 510,09

A cristalinidade desses materiais foi interpretada a partir da
largura a meia altura (FWHM) dos mesmos, que foram obtidas da
deconvolugao do pico referente ao plano (002) em valor de 26 de
aproximadamente 25,85°, utilizando o programa Peak Fit. De acordo
com os dados de FWHM, observa-se uma diminuicao da cristalinidade
ap6s a interacdo com a caseina tanto para os materiais calcinados,
quanto para os que nao receberam este tratamento. Esta interagao
foi confirmada pela analise da area superficial, na qual se observou o
aumento da drea e a formacao de mesoporos com uso do
direcionador. Fernandes (2011) também observou que a utilizagao
dos surfactantes brometo de hexa deciltrimetilamoénio (CTAB),
brometo de miristiltrimetilamoénio (MTAB) e dodecilsulfato de sodio
(SDS) provocou uma reducgao na cristalinidade da hidroxiapatita.

Neste trabalho observou-se que a calcinacdao a 773 K promoveu
uma maior organizacao da rede cristalina dos materiais, com
consequente aumento da cristalinidade, tanto para os soélidos
sintetizados com cloreto de calcio, quanto os sélidos com nitrato de
calcio. Pode-se observar que estes materiais calcinados apresentam

uma area superficial um pouco menor, possivelmente devido a
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coalescéncia de particulas apds o tratamento térmico. A Tabela 4.2

apresenta esta relagao.

Tabela 4.2- Relacdo entre area superficial e largura a meia altura

dos solidos sintetizados.

Sélido FWHM Sger (M?g™)
HA1lpuro 0,9566 52
HALA 1,1700 114
HA1B 0,9580 90
HA2puro 1,1422 46
HAZ2A 1,6767 147
HA2B 1,2375 86

De modo geral, os materiais obtidos tanto pelos precursores
cloreto, como nitrato, apresentaram cristalinidade conforme a ordem
HApuro > HAapss calcinado > HAantes calcinaggo- ESte comportamento é

geralmente verificado quando se utiliza o tratamento térmico
(SADRNEZHAAD et al., 2013).

4.1.2 Espectroscopia de absorgcao na regiao do infravermelho

Esta analise é importante, pois permite verificar os movimentos
vibracionais dos grupos existentes nos materiais, que absorvem
energia na regiao do infravermelho, indicando a obtencao da
hidroxiapatita. A Figura 4.3 apresenta os espectros de absorgao na
regiao do infravermelho para as amostras sintetizadas com cloreto de

calcio em (I) e sintetizadas com nitrato de calcio em (II).
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Figura 4.3 - Espectros na regido do infravermelho dos soélidos (I)
HAlpuro (a), HA1A (b) e HA1B (c) e (II) HA2puro (a), HA2A (b) e H-
2B (c) a 298K,
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Nestes espectros, observam-se as absorbancias caracteristicas
da deformacdo assimétrica do grupo PO4> entre 1100 e 950 cm™ e
em torno de 870 cm™}, associado ao estiramento P-OH em HPO.,*. A
banda préxima a 600 cm® é correspondente a deformacdo
assimétrica da ligagdo P-O do grupo PO.*", j& a absorcdo em 560 cm’™
corresponde a deformacdo assimétrica da ligacao P-O(H) do grupo
HPO,4%. Observa-se uma absorcdo em torno de 3500 cm™ atribuida as
vibracdes de estiramento de grupos OH, tanto da agua quanto do
fosfato e sua deformacdo aparece em torno de 640 cm™. A banda de
deformacdo das moléculas de agua aparece em 1650 cm™. Nos
soOlidos sintetizados com nitrato de calcio observa-se que esta banda
de agua apresenta uma intensidade maior, sugerindo uma maior
hidratacdo destes materiais (ELLIOTT, 1994; HAMMARI et al., 2006;
ARMED et al., 2014).
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Verifica-se algumas bandas de pequena intensidade na regidao
de 2938 e 2853 cm’!, atribuidas ao estiramento assimétrico e
simétrico da ligagdo C-H e uma absorcdo em 1465 cm™, referente a
deformacao de grupos CH, (LIN-VIEN et al., 1991). A presenca destas
absorcoes sugere a existéncia de resquicios do direcionador de
estrutura, mesmo apds o processo de extracao (ZANG et al., 2010;
LIN-VIEN et al.; 1991). Nos sdélidos HA1puro e HA2puro, sintetizados
sem a caseina é possivel verificar que essas bandas ndo aparecem. A
banda na regido de 1450 cm™ provavelmente é atribuida ao
estiramento assimétrico e simétrico do NO do ions nitrato (LIN-VIEN
et al., 1991). A Tabela 4.3 apresenta um resumo das principais
absorcoes observadas nos espectros de infravermelho para as

hidroxiapatitas sintetizadas e as respectivas atribuigdes.

Tabela 4.3 - Principais absorcdes na regiao do infravermelho dos

materiais sintetizados.

Regido de Absorc¢do (cm™) Atribuigoes
v O-H de H,0 adsorvida e O-H de
3700 -2500 grupo OH

2938 v assimétrico do C-H (-CH>-)
2853 v simétrico do C-H (-CH;-)
1650 8 O-H de H;0 adsorvida
1465 v assimétrico e simétrico C-H
1450 v assimétrico e simétrico do NO
1100 vP-0O do grupo PO4*
1000 vP-O do grupo PO4*
950 vP-O do grupo PO4*
870 § P-O(H) do grupo HPO4*
640 80-H de grupo OH
600 § P-O do grupo PO4*
560 § P-O(H) do grupo HPO4*
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4.1.3 Medidas de adsorcao/dessorcao de N>

Os valores de area superficial em particulas sélidas tém sido
usualmente obtidos pelo método desenvolvido por Brunauer, Emmett
e Teller (BET). Este método utiliza dados referentes a adsorgao de
um gas versus a pressao relativa P/Py para originar isotermas de
adsorcdo/dessorcao e a partir do tratamento matematico obter
informacdes importantes sobre a superficie e a porosidade do
material. Sendo assim, esta anadlise é de suma importancia para
sistemas porosos, uma vez que determina as propriedades de
adsorgao do material.

De acordo com a isoterma de adsorcao de N, visualizada na
Figura 4.4, observa-se que as isotermas de todos os solidos
sintetizados apresentam caracteristicas de isoterma do tipo II, de
acordo com a classificacdo de Brunauer, Deming, Deming e Teller
(BDDT), que associa a forma das isotermas de adsorcdo as
dimensdes e caracteristicas dos poros presentes no solido
(KHALFAOQUI et al., 2003; BRUNAUER et al.,1940). A isoterma do tipo
II, conforme a IUPAC pode ser caracteristica de materiais nao
porosos ou macroporosos (VILCHIS-GRANADOS et al., 2014).
Contudo as isotermas das amostras HA1lA e HA1B apresentam
histerese em altas pressoes parciais, em valores
aproximadamente P/P, de 0,75 e 0,8, respectivamente, classificadas
pela IUPAC, como sendo do tipo H3, indicando que estes materiais
apresentam mesoporos em formato de cunha, cone e/ou placas
paralelas.

E importante avaliar a histerese apresentada, pois esta resulta
do mecanismo de condensacao e evaporacdo do gas adsorvido e a
existéncia desta indica que o material apresenta poros na ordem de
micro, quando a histerese ocorre em pressdes baixas e mesoporos,

guando em pressoes elevadas (McCUSKER et al., 2001).
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Zeng et al. (2014), Amer et al. (2013) e Dongdong et al.
(2013), observaram este mesmo comportamento de isoterma em
amostras de hidroxiapatita mesoporosa e as classificaram como tipo
IV, tipica de materiais mesoporosos, mesmo sem a identificacao de
patamar de saturacdo em pressoes relativas altas. Ye et al. (2013)
classificaram a curva de isoterma da hidroxiapatita mesoporosa
obtida como do tipo II, contudo justifica ser mesoporosa por
apresentar histerese tipo H3 e distribuicao de tamanho de poros
entre 3,17 e 5,8 nm. Guo et al. (2013) justificaram a estrutura
mesoporosa da hidroxiapatita com &area de 46,5 m?g’!, indicando
apresentar histerese tipo H3 e diametro de poro entre 5,4 e 12,2 nm.

Pela isoterma de adsorcao de N, das Figuras 4.4 e 4.5 observa-
se na isoterma dos solidos HAlpuro e HA2puro, um aumento inicial
na quantidade de gdas adsorvido para valores baixos de pressao
relativa, e com o crescimento da pressao este crescimento se torna
mais lento. Este comportamento pode ser esperado para
hidroxiapatitas puras sem tratamento com o surfactante, onde a area
superficial de BET é de aproximadamente 18 m? g! (GRANADOS et
al., 2013). Para os materiais sem modificacdo, o diametro médio de
poros foi observado na faixa de 2 a 7 nm, com uma area superficial
de 52 e 46 m*g™.
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Figura 4.4 - Isotermas de adsorcao/dessorcdao e distribuicao de

diametro de poros dos sélidos HA1puro, HA1A e HA1B.
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Figura 4.5 - Isotermas de adsorcao/dessorcao e distribuicao de

diametro de poros dos materiais HA2puro, HA2A e HA2B.
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A distribuicao de tamanho de poro, calculada com base no

modelo Barret, Joyner e Halenda (BJH) é um importante parametro
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para o estudo da estrutura porosa, ja que estd intimamente
relacionada a area total do sdlido. No detalhe mostrado na Figura 4.4,
observa-se uma distribuicdao geral de diametros de poros variando
entre aproximadamente 2 e 40 nm para os sélidos porosos. Para os
sélidos HA1A e HA1B, verifica-se que a maior populacao de poros
esta disposta em uma faixa estreita entre 15 e 25 nm, indicando
formacao de mesoporos, levando em conta a classificacao da IUPAC,
em que poros com diametros de 2 a 50 nm estdo na faixa de
mesoporos (MECCUSKER et al., 2001). Assim, corroborando com o
estudo de histese em pressbes elevadas, estes sdélidos sintetizados
caracterizam-se como materiais mesoporosos.

Para a matriz HA2A, verificou-se um didmetro médio de poro de
9,7 nm, cujo valor € menor que o apresentado no sélido HA1A, que
foi de 15,2 nm, preparada com o precusor cloreto, obdecendo as
mesmas condigdes de sintese, conforme Tabela 4.4. O sdlido HA2B
apresentou diametro de poros maiores apds a calcinacdo,
apresentando um comportamento semelhante a matriz HA1B.
Verificou-se que os materias sintetizados com cloreto apresentaram
volumes de poros maiores para o sélido nao calcinado, sendo de 0,30
cm?® g! e para os materiais sintetizados com nitrato observou-se um
volume de poro maior para a matriz calcinada HA2B, sendo de 0,33
cm3gl.

E importante ressaltar que a possibilidade de controle da
estrutura, como variacdao do tamanho de poros, é uma das
caracteristicas que tornam estes materiais atraentes como matrizes
para dispositivos de liberacdo controlada de farmacos, visto que a
quantidade de farmaco carregado dependente da area superficial
especifica e do diametro dos poros da matriz hospedeira. Assim,
guanto maior a area de superficie e o tamanho dos poros, mais
favorecido podera ser o carregamento do fadrmaco na matriz (VALLET-
REGI et al., 2011).
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Tabela 4.4 - Dados das propriedades texturais obtidos a partir das
medidas de adsorcao/dessorcdao de N, para os sdlidos sintetizados,
em que Sger € a area obtida pelo método BET, Langmuir é a area, Vp

e Dp sdo volume e diametro médio de poro.

Selido (mgh  (m'gh (e (om)
HA1lpuro 52 48 0,09 3,6
HA1A 114 98 0,30 15,2
HA1B 90 84 0,24 24,5
HA2puro 46 40 0,09 2,9
HA2A 147 105 0,29 9,7
HA2B 86 72 0,33 24,0

Analisando a Tabela 4.4 e as isotermas verifica-se que o0s
sélidos obtidos utilizando caseina como surfactante apresentaram
uma area superficial de BET entre 86 e 147 m? g}, cujos valores s3o
considerados elevados, quando comparados a outros fosfatos de
calcio mesoporosos descritos na literatura. Por exemplo, Sun et al.
(2014) relataram em seu estudo uma area de 60 m? g! para
hidroxiapatita porosa, Silva (2010) obteve uma variacao de area de
54 - 106 m? g}, Fernandes (2011) observou &reas superficiais entre
5 - 98 m? g! apdés a interagdo da hidroxiapatita com varios
surfactantes.

Por meio da avaliacao dos dados da Tabela 4.4 constatou-se
que o tratamento térmico pds-sintese afetou os valores de area e
diametro de poro, provocando uma maior contracdo da estrutura
porosa, resultando em sélidos de menores areas superficiais. Amer et
al. (2013) também observaram a redugao da area superficial de 87
m? g para 55 m?g™, apds o tratamento térmico de 773 K durante 10
horas, justificando a reducdo da area de superficie especifica pelo

efeito do tratamento térmico sobre a rede de poros.
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Contudo, no presente trabalho observa-se que a distribuicao de
poros foi afetada positivamente, visto que a faixa de distribuicao de
poros no sdlido HA1A encontra-se entre 15 e 25 nm e para o sélido
HA1B, obtido apds a calcinacdo, apresenta uma maior populacao de
poros na faixa de 14 e 25 nm. Analisando a Tabela 4.4, nota-se um
deslocamento do diametro médio de poros para valores maiores apos
a calcinacdao. Além disso, os volumes de poros sofreram variacoes
peguenas com o tratamento térmico.

Pode-se verificar ainda que o material HA2A apesar de
apresentar uma elevada area superficial, tem um valor médio de
diametro de poro em torno de 9,2 nm, enquanto que a matriz HA1A
apresentou elevada area superficial e um valor médio de diametro de

poro de 15,2 nm.

4.1.4 Microscopia eletronica de varredura

Para verificar a morfologia das hidroxiapatitas puras, nao
porosas e as mesoporosas foram realizadas analises de microscopia
eletronica de varredura. Para isto, foram escolhidas apenas as
amostras pura e porosa, sintetizadas com cloreto de calcio, que estao
representadas nas Figuras 4.6 e 4.7.

Observa-se que as particulas de hidroxiapatita apresentaram-se
em aglomerados sem forma definida e de tamanhos irregulares.
Ahmed et al. (2014) investigaram a influéncia do pH na morfologia da
hidroxiapatita obtida pelo meétodo de co-precipitacdo e também
perceberam que em pH acima de 9 ocorre uma tendéncia a

aglomeracao das particulas.

61



Dissertacdo de mestrado Mariana de Brito Batista Pereira

Figura 4.6- Microscopias eletrénicas de varredura para hidroxiapatita

pura.

n

X 40.000 1 fim

Figura 4.7- Microscopias eletronicas de varredura para hidroxiapatita

mesoporosa.

15.00kV X 25.000 1 pm 20.00 kv X 7.000
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Verifica-se ainda certa rugosidade na superficie dos materiais

sintetizados, principalmente dos sistemas porosos.

4.1.5 Reprodutibilidade das sinteses de HA porosa

Foram realizadas varias sinteses com a finalidade de verificar a
reprodutibilidades dos resultados, uma vez que a literatura reporta a
dificuldade de se obter materiais com faixa estreita de diametros de
poros e elevada area superficial (ARCOS e VALLETT-REGI, 2013), o
que é essencial para a aplicacdo em sistemas de carregamento e
liberacdo controlada de farmacos.

Foi estudada a reproducao das propriedades de area superficial
e do didametro de poro para os solidos HA preparados com cloreto de
calcio, visto que este precursor resultou em materiais com uma
melhor relagao entre diametro de poro e area superficial.

Conforme mostrado na Figura 4.8, onde estao dispostos os
difratogramas dos sdlidos sintetizados, verifica-se em cada sintese a
reproducao da estrutura hidroxiapatita monofasica em todos os

solidos sintetizados.

Figura 4.8 - Difratogramas de raios X das amostras HA1A referentes

as sinteses I, II e III.
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Na Figura 4.9 s3ao apresentadas as isotermas de
adsorcdo/dessorcao de N, para os sdlidos sintetizados, onde é
observado o mesmo perfil indicado anteriormente, ou seja, isoterma
do tipo II com histerese do tipo H3, o que resultou nos dados de area
superficial apresentados na Tabela 4.5, cujo valor médio foi de 98 + 4

m2gl.

Figura 4.9 - Isotermas de adsorcao e dessorcao de N e distribuicao

de tamanho para as amostras HA1A, referentes as sinteses I, II e III.
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Tabela 4.5 - Dados das propriedades texturais obtidos a partir das
medidas de adsorcao/dessorcao de N, para os sdlidos mesoporos
(precursor cloreto), em que Sger € € a area obtida pelo método BET,

Langmuir é a area, Vp e Dp sao volume e didametro médio de poro.

Sintese  (nfgn  (migh  (em'gh)  (am)
I 98 90 0,22 20
11 102 94 0,24 22
III 94 86 0,23 18
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Em outras palavras, o baixo valor do desvio padrao
apresentado indica a boa reprodutibilidade na sintese, tendo em vista
gue se encontra praticamente dentro do erro da técnica. Quanto as
demais propriedades, um mesmo comportamento foi observado.

Este conjunto de dados confirmou, portanto, que a sintese da
hidroxiapatita mesoporosa obtida neste trabalho apresentou boa
reprodutibilidade, originando sélidos com caracteristicas texturais de
superficie, diametro e volume de poro, importantes para a sua

aplicacdo em carregamento e liberacao controlada de farmacos.

4.2 Ensaios de carregamento com ibuprofeno

4.2.1 Espectroscopia de absorcao na regiao do infravermelho

O solido obtido com o precursor cloreto de calcio foi escolhido
para a realizagcao dos ensaios de carregamento levando em conta
seus valores de diametro de poro, volume de poro e area superficial.
A fim de investigar a capacidade de carregamento dos sdélidos HA1A,
HA1B e HAlpuro foram realizados estudos com o ibuprofeno
utilizando trés solventes com polaridades diferentes, agua, etanol e
hexano.

Para verificar a interacdo do farmaco com as matrizes de
hidroxiapatita foi realizada a caracterizacdao destes sélidos através da
técnica de espectroscopia na regido do infravermelho, a qual foi
aliada a andlise elementar de carbono e nitrogénio e a
termogravimetria. Na Figura 4.10 estdo ilustrados os espectros na

regiao do infravermelho para os sélidos carregados com o farmaco.
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Figura 4.10 - Espectros na regido do infravermelho do sdlido
HAlpuro carregado com ibuprofeno nos solventes agua (a), etanol

(b) e hexano (c), em comparacdao com o solido sem farmaco (d) a
298 K.
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Verifica-se além das absorcdes referente a matriz
hidroxiapatita, j@ mencionada no item 4.2, a presenca de novas
absorgoes nos sélidos, apds o contato com o ibuprofeno, indicando a
efetividade da incorporacdao do farmaco, cujas bandas estao
presentes em todos os sélidos carregados com ibuprofeno, na regiao
de 1550 cm™ e 1420 cm™.

As absorcdes em torno de 1620-1565 cm’™', podem ser
atribuidas a dissubstituicdo do anel aromatico (LIN-VIEN et al.;
1991), presente na estrutura do farmaco, esta absorcao pode ser
dificil de observar pois pode estar sobreposta pela deformacao de CH,
e CHs e com o estiramento simétrico do grupo C=0. Observa-se em
1420 cm™ a deformacdo no plano do grupo C-OH, que é relatada na
faixa de 1440-1395 cm™, conforme Lin-Vien et al. (1991).

66



Dissertacdo de mestrado Mariana de Brito Batista Pereira

A banda de carbonila pode estar encoberta pela banda de dgua
j& existente no material em 1645 cm™, pois de acordo com Lin-Vien
et al. (1991), a banda do grupo carbonila em acido carboxilicos com
aneéis aromaticos condensados absorvem em torno de 1710 - 1660
cm™. Quando o efeito de ressondncia é mais pronunciado que o
efetivo indutivo a conjugacdo aumenta o carater da ligacdo sigma, o
gue diminui suas constantes de forga, resultando na diminuicdo das
frequéncias de absorcdao da carbonila e da ligacdo dupla. A banda
presente na frequéncia de 2950 cm™ foi atribuida ao estiramento
assimétrico do C-H em grupo metila, presente na estrutura do
farmaco.

Estas absorcbes mencionadas acima estdo em concordancia
com o espectro do ibuprofeno disponivel na literatura (ONER et al.,
2011).

Figura 4.11 - Espectros na regiao do infravermelho do sélido HA1A,
carregado com ibuprofeno nos solventes agua (a), etanol (b) e

hexano (c) em comparagao com sélido sem farmaco (d) a 298 K.
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Figura 4.12 - Espectros na regiao do infravermelho do sélido HA1B,
carregado com ibuprofeno nos solventes agua (a), etanol (b) e

hexano (c) em comparagao com sélido sem farmaco (d) a 298 K.
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Em geral as absorgbes provenientes da hidroxiapatita se
mantiveram tanto no sdlido HA1A como no HA1B, apdés o
carregamento com o farmaco, entretanto observa-se o alargamento
da banda do estiramento O-H em aproximadamente 3500-3300 cm'?,
que é proveniente da ligagdao de hidrogénio, com o aumento da
polaridade do solvente, uma vez que as hidroxilas do etanol e da
agua podem contribuir com esse aumento. A absor¢cao em 1640 cm’?
é caracteristica da deformacao angular da ligagdo OH da agua, que
apresenta-se mais acentuada apds a interacdao com o farmaco
ibuprofeno.

Algumas bandas de pequena intensidade foram observadas nos
sOlidos modificados com surfactantes antes da interacdo com o
medicamento, na frequéncia de 2960 cm™, relativa ao estiramento

C-H sp® e outra referente & deformacdo dos grupos metilénicos em
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1460 cm™, onde estas sugerem a existéncia de resquicios do
direcionador de estrutura, caseina, apds o processo de extracao.

A absorcao do estiramento C-O aparece normalmente para
alcool primario em torno de 1058 cm™}, mas pode ser movida para
frequéncias mais baixas devido a presenca da insaturacdo, assim esta
absorcdo pode estar encoberta pela banda do grupo PO4> em 1033
cm™. As absor¢cdes na regido de 3082 cml e 2870 cm™ estdo
presentes no espectro do ibuprofeno, indicando a interacao do
farmaco com a matriz.

Oner et al. (2011) sugerem a interagao de ibuprofeno na HA
apds observarem bandas caracteristicas em 3435 cm™ e 1635 cm?,
que atribuiram a existéncia de dgua e as absorgdoes em 1462, 2924 e
2955 cm™ dos estiramentos C-H e observaram também a vibragdo
em 1416 cm™, que atribuiram a O-H, o que corrobora com as Figuras
4.11 e 4.12, que mostram os espectros dos solidos incorporados com
o farmaco. Dongdong et al. (2013) atribuiram a absorcdao em 1564
cm? & vibragdo de estiramento assimétrica do grupo COOH,
sugerindo que esta absorcao indica a interacao do ibuprofeno com a

matriz, utilizando hexano como solvente.

4.2.2 Analise elementar

Na Tabela 4.6 verificam-se as percentagens de Carbono e
Nitrogénio presentes nas matrizes de hidroxiapatita antes apds a
interagdao com o ibuprofeno.

Para efeito de controle foi realizada a analise da amostra HA1B,
calcinada antes do carregamento com o farmaco, a qual apresentou
0,42% de carbono. Analisando a Tabela 4.6 verifica-se que apds a
interacao com o ibuprofeno, a percentagem de carbono para esta
amostra aumenta para 0,82% (0,68 mmol g!), 2,33% (1,98 mmol
gl) e 3,89% (3,25 mmol g!), quando em contato por 24 h com
solucdes a 500 e 1000 ppm de ibuprofeno nos solventes agua, etanol
e hexano, respectivamente.
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Tabela 4.6 - Dados de analise elementar de carbono e nitrogénio para as amostras HA1lpuro, HA1A e HA1B

carregados com ibuprofeno nos solventes agua, etanol e hexano.

Agua Etanol Hexano

Seifiele %C | mmolg™® | % N| mmolg!| %C | mmolg? | %N | mmolg®| %C | mmolg® | %N | mmol g*
HAlpuro 1,22 1,02 0,08 0,06 0,74 0,62 0,08 0,06 3,73 3,11 0,11 0,08
1000ppm

HALA 4,05 3,37 0,82 0,58 5,88 4,90 1,95 1,39 9,36 7,80 1,96 1,42
500 ppm

HALA 3,57 2,97 0,61 0,44 6,00 5,00 1,46 1,04 9,69 8,07 1,96 1,42
1000 ppm

HA1B 0,82 0,68 - 2,38 1,98 - - 3,89 3,25 - -
500 ppm
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Analisando a Tabela 4.6 verificou-se uma pequena diferenca na
percentagem de carbono para a matriz HA1lA carregada na
concentragcao de 500 ppm e 1000 ppm, constatando que a
concentracOes baixas é possivel carregar quantidades consideraveis
de farmaco.

Apds a interacdao da matriz mesoporosa nao calcinada HA1A
com o farmaco, as quantidades incorporadas de ibuprofeno foram de
3,37; 4,90 e 7,80 mmol g nos solventes agua, etanol e hexano,
respectivamente. Estes dados foram superiores aos verificados para a
matriz sintetizada sem o direcionador HAlpuro, os quais foram de
1,02; 0,62 e 3,11 mmol g! para os solventes agua, etanol e hexano,
respectivamente.

A incorporagdo do farmaco na matriz mesoporosa € facilitada
pela existéncia dos poros, visto que isto é possivel uma vez que o
diametro médio dos poros obtidos é de aproximadamente 15 nm e o
volume de aproximadamente 0,29 cm® g para este sélido e o
tamanho do ibuprofeno é de aproximadamente 1,06 nm por 0,6 nm.
Além disso, a presenca de poros colabora com carregamento do
farmaco, uma vez que dentro dos poros existem grupos OH
disponiveis para interagir com o grupo carboxilico do ibuprofeno,
além dos grupos OH presentes em toda a superficie da matriz
(ARCOS e VALLET- REGI, 2013; ABIOYTE et al., 2014).

A interacdao dentro dos poros e na superficie ocorre
eficazmente, uma vez que todos os sélidos foram lavados com 50
cm? dos seus respectivos solvente para remover qualquer excesso de
farmaco. Além disso, este ensaio foi realizado em duplicata. Assim
sugere-se que ocorreu uma interagao entre o ibuprofeno e a
hidroxiapatita.

Abioyte et al. (2014), Oner et al. (2010), Dongdong et al.
(2013) e Yang et al. (2008) relatam que a interagao do ibuprofeno
com a hidroxiapatita é regulada principalmente pela interacdo de

ligagdbes de hidrogénio entre adsorbato, adsorvente e do
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solvente. Onde os principais locais de interacdao sdao o interior dos
poros e a superficie, a partir da formacdao da ligacdo de hidrogénio
entre os grupos carboxilicos do ibuprofeno com os grupos OH da
matriz de fosfato de calcio.

As moléculas do farmaco podem ocupar diferentes posicdes no
interior dos poros, segundo Arcos e Vallet-Regi (2013), como

mostrado na Figura 4.13.

Figura 4.13 - Possiveis localizacdes das moléculas de farmacos nos
mesoporos de um material bioativo. Adaptado (ARCOS e VALLET-
REGI, 2013).

Farmaco

Os principais locais de interacdo do farmaco sdao:

(1) a janela dos poros;

(2) no interior do poro por meio de interacdes de ligacdes de
hidrogénio;

(3) no interior do poro com interacbes entre farmaco e
farmaco;

(4) por adsorcao e ligacao de hidrogénio na parte exterior do
material.

A capacidade de carregamento e a cinética de liberagdao do
farmaco sao dependentes das caracteristicas texturais como area
superficial, volume e diametro de poro adequado, como também da

interacdo do farmaco com o material. (ARCOS e VALLET- REGI 2013).

Com os dados da analise elementar, sugere-se que a matriz
mesoporosa obtida neste estudo pode ser utilizada em estudos de

carregamento e liberacdao de farmacos.
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4.2.3 Termogravimetria

As curvas termogravimétricas e as derivadas dos materiais
antes e apds a interagao com o farmaco estdo apresentadas na Figura

4.14. A Tabela 4.7 apresenta os dados da analise termogravimétrica
para estes sélidos.

Figura 4.14- Curvas termogravimétricas para o sdlido HA1A,

carregado com ibuprofeno nos solventes agua (a), etanol (b) e

hexano (c) em comparagao com sélido sem farmaco (d) a 298 K.
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Tabela 4.7- Dados da anadlise termogravimétrica para o sélido HA1A

carregado com ibuprofeno nos solventes agua, etanol e hexano.

Amostra Perda de massa Faixade T
(%) (K)
4,7 309-472
HA1A 3,7 472-790
2,1 790-1064
5,0 309-472
HA1A-agua 7,1 472-790
3,8 790-1064
6,2 309-472
9,4 472-790
HA1A-etanol 45 790-1064
5,8 309-472
HA1A-hexano 12,9 472-790
5,8 790-1064

Observa-se pela Tabela 4.7 e na Figura 4.14 que a
hidroxiapatita mesoporosa apresenta trés etapas de perda de massa.
Uma primeira etapa de 309 a 472 K foi atribuida a evaporagao de
agua adsorvida na superficie e nos poros do material, cuja
porcentagem da perda de massa nesta etapa € de aproximadamente
4,7%. A segunda etapa de 472 a 790 K é atribuida a liberagdao dos
grupos OH™ dos cristais de hidroxiapatita e do direcionador de poro
caseina, na qual verifica-se um percentual da perda de massa de
aproximadamente 3,7%. Um terceiro estagio de perda de 2,1% entre
790 - 1064 K, que foi relacionada a decomposicao da hidroxiapatita
e, consequentemente, da grande perda dos grupos OH". Uma quarta
e ultima etapa, acima de 1493 K, nado visualizada na analise esta
relacionada a decomposicao da hidroxiapatita em trifosfato de calcio.

ADOLFSSON et al, (1999) estabeleceram as reacdes de decomposicao
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da hidroxiapatita em duas etapas de perda de massa, conforme

Equacodes (4) e (5):

Calo(PO4)6(OH)2 - Calo(PO4)6(OH)2-2XOX + xH>0 (T> 1073 K) (4)

Ca10(PO4)6(0OH)2-2x0Ox — 3Caz(P0O4); + CaO + (1-x)H,O (T>1493K)
(5)

A hidroxiapatita mesoporosa por possuir elevada area
superficial especifica, apresenta grupos OH, tanto na superficie como
no interior dos poros, o que Ihes confere alto indice de moléculas de
agua adsorvida nestes materiais na decomposicao térmica.

Observa-se que os solidos carregados com ibuprofeno a partir
das solucdes com os solventes agua, etanol e hexano apresentaram
as mesmas etapas de perdas. Contudo, avaliando os valores da
Tabela 4.7 e as curvas termogravimétricas na Figura 4.14, nota-se
que a interagao com o ibuprofeno provoca um aumento do percentual
de perda de massa.

Os valores da primeira etapa de perda para os sélidos
carregados com ibuprofeno foram de 5,0%; 6,2% e 5,8% nos
solventes agua, etanol e hexano, respectivamente. Esta perda foi
atribuida a saida de agua adsorvida no material.

O segundo evento de perda ocorre no intervalo de 472-790 K,
gue foi atribuido a eliminagao dos grupos OH™ e do direcionador e do
ibuprofeno adsorvido. Verifica-se que com a diminuicao da polaridade
do solvente a porcentagem de perda de massa é acentuada, sendo de
7,1%; 9,4% e 12,9% para os solidos carregados com ibuprofeno com
os solventes agua, etanol e hexano, respectivamente. Observa-se
que a quantidade de farmaco incorporado na hidroxiapatita aumenta
quando a polaridade do solvente diminui, este resultado corrobora
com a analise elementar.

Uma terceira perda de massa com valores de 3,8%, 4,4% e

5,8% foi observada no intervalo de 790 a 1064 K, sendo atribuida a
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eliminacdo de grupos OH™ da superficie da hidroxiapatita e a
eliminacdo das moléculas direcionadoras e de farmaco

remanescentes.

4.2.4 Efeito do tempo

O estudo do tempo é importante para otimizar o carregamento
do farmaco na hidroxiapatita. Nesse sentido, foi investigado o melhor
tempo de carregamento para o etanol e o hexano, excluindo-se a
agua como solvente, pois o estudo anterior sugeriu uma pequena
incorporacao do farmaco na matriz utilizando este solvente.

A capacidade de carregamento do anti-inflamatério pela
hidroxiapatita mesoporosa HA1B em solucao de ibuprofeno em
hexano e em alcool foi determinada por UV-VIS, levando-se em
consideracao o efeito do tempo de contato, em cujo ensaio a
concentracdao do farmaco foi fixada em 500 ppm e o tempo da reagao
foi variado em intervalos pré-estabelecidos até completar 12 h,
quando foi utilizado o solvente hexano e 6 h para o solvente etanol.

Pela avaliacao das isotermas da Figura 4.15, pode-se observar
gue a maxima capacidade adsortiva da matriz mesoporosa ocorreu
em 360 min com uma retencdo de 184 mg g! do farmaco, quando
hexano foi utilizado. Para o carregamento utilizando o etanol, o
tempo foi de 120 min, com uma retencao superior, sendo de 189 mg

g?, conforme ilustrada na Figura 4.15.
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Figura 4.15 - Isoterma de tempo do carregamento de ibuprofeno no

sélido HA1B, nos solventes hexano (a) e etanol (b) a 298K.
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Vale destacar que estes ensaios foram realizados a temperatura
ambiente e vedados todos os recipientes, garantindo que o solvente
ndo evaporasse durante os experimentos devido a sua alta

volatilidade.

Verifica-se que as hidroxiapatitas mesoporosas, sintetizadas
utilizando caseina como direcionador apresenta boa capacidade de
carregamento de farmaco e, portanto apresentam-se como matrizes

promissoras na liberacao controlada do farmaco.

4.2.5 Ensaio de liberacao do ibuprofeno

Os testes de liberacao foram realizados por um periodo de 120
horas. A concentracao do farmaco no sobrenadante foi determinada
por espectroscopia de absorcao molecular na regiao UV-Vis,
utilizando o método de adicao de padrao, cuja quantidade de farmaco

incorporada foi de 189 mg g!. Sendo corrigida em termos de
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concentracdao cumulativa do farmaco (Cc) no fluido de liberacao

simulado, conforme a Equacao 4.2.

Ce.=C; +(5 . C,)/300 Equacgdo (4.2)

Na Figura 4.16 encontra-se o perfil de liberacao do ibuprofeno
no solido mesoporoso em que se verificou nas 24 h iniciais um perfil
de liberacao mais rapido, sendo liberado cerca de 90% de ibuprofeno
no fluido. A liberacdo torna-se mais lenta apdés 24 h atingindo o
equilibrio apdés as 38 h de liberagdao. O maximo de liberacdo foi de
aproximadamente 97% apods 50 h. Sugere-se que o farmaco liberado
nas primeiras 24 h esteja interagindo com a superficie do material e a
cinética lenta de liberagdo pode ser atribuida a liberacdo do farmaco

presente no interior dos poros.

Figura 4.16 - Perfil de liberacao do ibuprofeno na matriz mesoporosa
HA1B a temperatura de 310 K no fluido corpdéreo simulado.
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Aghaei et al, (2014) observaram que apdés 24 h o ibuprofeno
carregado no nanocompédsito MCM/HA foi 100% liberado no SBF.
Oner et al, (2011) verificaram que nos materiais com diametros de
poros diferentes, a taxa de liberacao foi elevada nas primeiras 15 h, o
gue eles destacaram como um comportamento tipico de sistema de
entrega de farmaco controlado por difusao. Neste estudo verificou-se
gue apos 1 h cerca de 50% do farmaco adsorvido na hidroxiapatita
porosa foi liberado no SBF. Como mencionado em um estudo
realizado por Baradari et al, (2012), a liberagcao de ibuprofeno no
fosfato de calcio é composta por duas fases: uma liberacdo rapida de
70% nos primeiros 15 minutos, seguida por uma liberagao lenta do
ibuprofeno remanescente.

A cinética de liberacdo em sistemas mesoporosos é
frequentemente descrita utilizando o modelo de Higuchi (AGHAEI et
al., 2014). Na Figura 4.17 observa-se o ajuste dos dados a este
modelo no qual se verificou um bom ajuste com r*> de 0,99. O valor
da constante K foi de 32 %.h7°">,

Figura 4.17 - Modelo de Higuchi para o estudo da liberagao do

ibuprofeno na matriz HA1B no fluido corpéreo simulado a 310K.
70

60 = ]

50

40 =

30

Farmaco liberado (%)

20 =

10

0,6 0,8 1,0 1,2 14 1,6 18 2,0 2,2

12

t " (horas)

79



Capitulo
5

Conclusoes



Dissertacdo de mestrado Mariana de Brito Batista Pereira

5. Conclusoes

As amostras de hidroxiapatita pura e mesoporosa foram
sintetizadas a partir de duas fontes de calcio distintas, os precursores
nitrato de calcio e cloreto de calcio. As formas mesoporosas foram
obtidas empregando caseina como direcionador de poros.

As isotermas de adsorcdo de N, demonstraram que os solidos
apés a modificacdo com surfactante apresentaram maior area
superficial, sendo de 114 m? g! para HA1A com volume e didmetro
de poro de 0,30 cm® g e 15,2 nm, ja o sélido HA2A obteve uma area
de 147 m? g! com os respectivos volumes e didmetro de poro de
0,29 cm®gtle 9,7 nm.

Verificou-se que apods o tratamento térmico as amostras
tratadas com caseina apresentaram area superficial menor e o
didmetro de poro maior, sendo de 90 m? g! e 24,5 nm para o
sistema HA1B e 86 m? g™l e 24 nm para o sélido HA2B.

A investigacdo da reprodutibilidade mostrou que a sintese pelo
método de co-precipitagao reproduziu os valores de area superficial,
volume e diametro de poro para o soélido HA1A.

Todos os soélidos sintetizados sem e com agente direcionador
formaram materiais monofasicos.

Os ensaios de carregamento indicaram que com a diminuicao
da polaridade do solvente ocorreu um aumento na incorporagao do
farmaco. A maior quantidade de ibuprofeno foi observada nas
matrizes que ndo receberam o tratamento térmico HA1A.

Os dados das analises termogravimétricas indicaram que as
amostras HA1A carregadas com ibuprofeno apresentaram maior
perda de massa na segunda etapa, indicando nesta temperatura uma
maior eliminacdo da matéria organica provinda da incorporacdo do
farmaco.

Os ensaios de carregamento do farmaco mostraram uma
retencdo de 184 mg g! na matriz mesoporosa utilizando hexano
como solvente, em um tempo de 360 min. Para o carregamento
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utilizando o etanol este tempo foi de 120 min, com uma retencao de
184 mg g1.

O ensaio da isoterma de liberacdao do farmaco carregado no
sélido HA1B mostrou uma cinética de liberacdo rapida nas primeiras
24 h, seguida por uma cinética lenta, atingindo o equilibrio depois de
38 h. O maximo de liberacdo foi de 97% apds 50 h. O sistema se

ajustou ao modelo de Higuchi, com o valor de K de 32 %.h™>,
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